Sabrina do Nascimento

O PAPEL DA QUIMIOCINA CXCL12 NA DIFERENCIACAO E
AUTORRENOVACAO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

Tese apresentada a Faculdade Israelita de
Ciéncias da Saude Albert Einstein para
obtencdo do Titulo de Doutora em Ciéncias
da Saude.

Sao Paulo
2021



Sabrina do Nascimento

O PAPEL DA QUIMIOCINA CXCL12 NA DIFERENCIACAO E
AUTORRENOVACAO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

Tese apresentada a Faculdade Israelita de
Ciéncias da Saude Albert Einstein para
obtencdo do Titulo de Doutora em Ciéncias
da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Cavalheiro
Marti

Sao Paulo
2021



Nascimento, Sabrina do

O papel da quimiocina CXCL12 na diferenciacdo e autorrenovacéao
de células-tronco hematopoéticas / Sabrina do Nascimento. -- Sdo Paulo,
2021.

Xvii, 97 f.

Tese (Doutorado) — Faculdade Israelita de Ciéncias da Saude Albert
Einstein. Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein. Programa
de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude.

Titulo em inglés: The role of cxcl12 in the differentiation and self-renew
in hematopoetic stem cells.

1. Células-tronco hematopoéticas. 2. Quimiocina CXCL12. 3. Células-
tronco mesenquimais.

Elaborada pelo Sistema Einstein Integrado de Bibliotecas




FACULDADE ISRAELITA DE CIENCIAS DA SAUDE ALBERT EINSTEIN

Coordenador do Curso de Pés-Graduacéao: Prof. Dr. Luiz Vicente Rizzo



Sabrina do Nascimento

O PAPEL DA QUIMIOCINA CXCL12 NA DIFERENCIACAO E
AUTORRENOVACAO DE CELULAS-TRONCO HEMATOPOETICAS

Presidente da banca: Profa. Dra. Luciana Cavalheiro Marti

BANCA EXAMINADORA

Membros titulares:
Profa. Dra. Eliane Antonioli
Prof. Dr. Oswaldo Keith Okamoto

Profa. Dra. Andreza Alice Feitosa Ribeiro
Membros suplentes:

Profa. Dra. Karina Griesi Oliveira

Prof. Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza

Aprovada em: 24/02/2021.



Agradecimentos

Primeiramente a Deus, pela criacdo perfeita e por ter me guiado e
sustentado até aqui.

A minha familia, m&e, minhas irmds e companheiro pelo apoio e
incentivo. Em especial a minha mae Maria Vera, uma mulher forte e batalhadora, sem
ela, nao teria chegado até aqui.

A minha orientadora, Profa. Dra. Luciana C. Marti, pela grande
oportunidade de fazer de seu grupo, pela confianca, paciéncia e por todos o0s
ensinamentos, que foram fundamentais para meu crescimento profissional e pessoal.

A todos 0s meus colegas e amigos que conquistei durante a
realizacdo deste trabalho, em especial a Dra. Fernanda Agostini e Dra. Fernanda
Mansur, pelo compartilhamento de conhecimento, apoio e amizade.

Ao grupo da Profa. Dra. Erika B. Rangel, pelo apoio e colaboracéo
com o0s experimentos com camundongos, em especial ao Christian S. Silva e Expedito
Casaro que, além de apoio técnico, ao longo da caminhada, resultou numa grande
amizade.

Ao Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein pela
disponibilidade de estrutura fisica, apoio e a todos que contribuiram para a realizacao

deste projeto.



“Foco é muitas vezes uma questao de decidir o que vocé néo vai fazer”

John Carmack

Vi



Sumario

F o |- (o [T o [ 41T 0] (01 RSP v
LISt & FIQUIAS ...t X
LisSta de taDeIAS ... e Xii
Lista de aDreVIatUras ........oooviiiiiiiiiii e Xiii
RESUMO ... XVi
L INTRODUGAD ...ttt an e eaene e 1
1.1 O nicho das células-tronco hematOPOLICAS ...........ooiuuviiiiiiiiee e 1
A o =T g T (0] 0101 TS PP PIP 3
1.2.1 Desenvolvimento da hematOpOESE ...........uuiiiiiiiiiiieiee e e 3

1.2.2 Controle da diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas durante a

NEMEALOPOESE ...ttt 6
1.3 Células perivasculares estromais no nicho medular...............ccccccevviiiiiiieeeeeeeeviiinnn. 8
1.3.1 Celulas-tronCO MESENQUIMAIS ......ceeeeeiieeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeaias e e e e e e eeeeeaa e e e e e e eeesraans 8
1.3.2 Células reticulares abundantes em CXCLL2 .........cccuuiiieeiiieeeiiiiiiiiieeee e 9
1.3.3 Células mesenquimais nestina+ e leptina+ ...........cccvvvvviiieiiiiiviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 11
R Oy (O I 2 O (O = L SRR 14
1.5 Via de SinalizaGao WINGIESS ........uuuiiiii it e e e e eeeaaes 16
1.6 Envelhecimento do nicho medular @ CXCL12 ........ccoovviiiiiiiiiiiee e eeeeeeens 19
A o] =1 AV o T PP 21
2 METODOS ...ttt ettt e ettt et b st b et en ettt e 23
2.1 Delineamento experimental: passado, presente e futuro..........cccccceeeeeeeeeeeeeeeiviennnnn. 23
2.2 SOlUCOES € MEIOS AE CUIUIA. .. .uuuiie e 23
pZC T O - 11 15 1 [ PP 25
2.4 Obtencéo de células linfomononucleares do sangue de corddo umbilical .............. 26
2.5 Obtencéo de células-tronco hematOpOBLICAS...........uuuuruuuriiriiiiiiiiiiiineaees 26
2.6 Caracterizacao imunofenotipica de células-tronco hematopoéticas humanas........ 27
2.7 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais por citometria de fluxo .............. 28

2.8 Diferenciagao das células-tronco mesenquimais em 3 linhagens mesodérmicas ...29
2.8.1 Protocolo de diferenciag@o adipOgENICa..........uuuuuuurrruumuiinniiniieiiiiiennnnennnnnnnnnnnnnnane 29
2.8.2 Protocolo de diferenciagéo e de evidenciacdo da diferenciagdo osteogénica...... 30

2.8.3 Protocolo de diferenciagéo e de evidenciacao da diferenciagéo condrogénica....30

vii



2.9 Cultivo de células-tronco hematopoéticas com ou sem tratamento de CXCL12 .....31
2.10 EXIracao de RINA ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e e 31
2.11 Sintese de cDNA — reag8o de tranSCriGa0 MEVEISA..........uuueeeieeeeeeiiiiiiiiiieeeaaaaaeanes 32
2.12 Cocultivo de células-tronco mesenquimais e células-tronco hematopoéticas ....... 32

2.13 Sintese de cDNA — amplificacdo completa do transcriptoma ...............ccceevvvvvvnnnnn. 32
2.14 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores/primers..........cccvvvvvvvveiiieeeeeeeeeeiiiinnn 33
2.15 Realizacdo dos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real ....... 34

2.16 Padronizacéo dos primers e curvas de eficiéncia - Rea¢cdo em cadeia da polimerase

LT (=T 0 0] 0T T (== | PP 34
2.17 Ensaio de confocal — B-CateniNa.............uuuiiiiiiieiiieiece e 36
2.18 Padronizacédo do ensaio de silenciamento de mRNA e proteina (CXCL12).......... 37

2.18.1 Ensaio de transfecgdo em células-tronco mesenquimais humanas — siRNA ..... 37

2.18.2 Deteccdo da quimiocina CXCLL2.........uuciiiiiiiiiieeeece e 39
2.18.2.1 Citometria de Fluxo — Proteina intracelular.............cccccovvvviiiiiiiniiiiiiiiiiin. 39
2.18.2.2 Ensaio de Imunoabsor¢éo enzimatica — Proteina secretada............ccccceeeeenne 39

2.18.3 Clonagem das sequéncias do RNA pequeno em grampo contra o transcrito

codificador de CXCL12 em Vetor [eNtiVIral..............uuureuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeens 40
2.18.4 Anelamento dos oligonucleotideOosS..........cooviiieiiiiiiicee e 41
2.18.5 Digestao d0 VETOr PLL3.7 ... .uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 41
2.18.6 Ligacdo do RNA pequeno em grampo (short hairpin RNA) ao plasmideo.......... 42
2.18.7 Transformacdo da reacao de ligacdo em bactérias calcio competentes ............ 42

2.18.8 Confirmacao da clonagem por reacdo em cadeia da polimerase de col6nia......43

2.18.9 Extracdo de DNA plasmidial — Midiprep ............eeeeeemmimmimmiiiiiiiiiiiiiiiienees 43
2.18.10 Transfeccao das células HEK-293-T — Confecg¢éo do lentivirus....................... 44
2.18.11 Ensaio de infeccao por lentivirus em células-tronco mesenquimais................. 45
2.19 Coleta de Medula 6SSEa — MUINOS ........uuuuuuuruieiieiiiiiiiieennennnnneeenneeennneneeereaeeeennnane 46
2.20 Cultivo das células-tronco mesenquimaisS MUMNAS ........ccoeeeeeeeveiiiiiiieeeeeeeeeeeniiinn. 47

2.21 Caracterizacdo imunofenotipica de células-tronco hematopoéticas — Murinos .....48
2.22 Padronizagéo do transplante de células-tronco mesenquimais — murinos............ 48

2.23 Citometria de fluxo para avaliacdo da técnica de transplante de células-tronco

mesenquimais — camundongos ROSa26/MTMG...........ccoviiiiiiiiiiiiii e 50
2.24 ANALISE ESTALISTICA. .. ..eeeeieeeeiiiiiie e e e e e e e e e e e e 50
S RESULTADOS ...ttt et e et e e e e e et e e e e e et e e e e e eaneeeeanaees 51
3.1 Caracterizacao de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea.............ccccuuveee 51

viii



3.2 Caracterizacao de células-tronco hematopoéticas de sangue de cordao umbilical.52
3.3 Tratamento in vitro com CXCL12 aumenta o numero de células-tronco
hematopoéticas indiferenciadas (CD34+CD38-) ......ccuvvviiiiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 52
3.4 Células-tronco hematopoéticas cultivadas com CXCL12 apresentam declinio na
expressao de genes relacionados a diferenciacdo de linhagem hematopoética............ 54
3.5 Presenca de CXCL12 aumenta a expressdo génica de fatores de transcricao
relacionados a autorrenovagéo celular nas células-tronco hematopoéticas in vitro....... 55

3.6 CXCL12 contribui para o aumento da expressao proteica da proteina Beta-catenina

nas células-tronCco heMAatOPOELICAS .......coveeeeiiieieiiiie e e e e e e eeaanes 58
I ST | =T g Tt = Lo g =T o (o 0 L= @ @ I 59
3.7.1 Avaliacdo da citotoxicidade no ensaio de transfeccdo em células-tronco
MESENQUIIMAS .eeeeiiiiiiiieeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt eeeeeee ittt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 59
3.7.2 Avaliacéo da eficiéncia no ensaio de transfeccdo — SIRNA ...........ccoooeeiiiiiiiiiinnnnn. 60
3.7.3 Transfeccao versus transducdo em células-tronco mesenquimais ...................... 62
3.7.4 Digestao do plasmideo e analise doS ClONES..............uuvvurumiiiiiriiiiiiiiiin, 63

3.7.5 O agente de transfeccao siPORT® NeoFx™ n&o foi eficiente para transfec¢ao de
[01F= 1S3 1 1T = o OSSPSR 64
3.7.6 Producao dos vetores virais nas células HEK-293T..........ccoovviiiiiiiii e, 65
3.7.7 A eficiéncia da infeccao por lentivirus em células-tronco mesenquimais foi acima
(o LI PO PP PPPRPRR 66
3.8 Camundongos jovens possuem mais células-tronco hematopoéticas indiferenciadas
guando comparados a camunNdONQOS IAOSOS ......oviieeiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e 68

3.9 Avaliacao da técnica de transplante de células-tronco mesenquimais — camundongos

R0OSA26/MTMG (TOMALE™) ...ceiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 70
A DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt et et e et e et e et e e 71
B CONCLUSOES ...ttt ettt et e e eae e 82
LN =50 13T 83
T REFERENCIAS ..ottt ettt ettt et eete e e eteareeeteane e 85
Abstract

Apéndices



Lista de figuras

Figura 1. llustracdo dos diferentes nichos de células-tronco hematopoéticas e gradiente
da quimiocina CXCL12 na manutencdo dos progenitores hematopoéticos .................... 3
Figura 2. Desenvolvimento da hematopoese N0 camundoNgO...........ccevvveeeieeeiieeeeeeeeenn. 4
Figura 3. Fatores de Transcricdo na Hematopoese e divisdo assimétrica de células-
troNCO NEMALOPOEBLICAS .....cvvviiiiii e et e e e e et e e e e e e e e et e e e eeeeeeennes 8

Figura 4. Principais tipos de células envolvidas na regulacdo da manutencéo de células-

trONCO NEMALOPOBLICAS .......eeiiiiiiiee ettt e e e e e e e e eeea e s 14
Figura 5. Sinalizagdo CXCL12 € CXCR4-CXCR7 ....ciiiieiiiieeiiiiie e e e 16
Figura 6. Via de sinalizagcdo candnica WiINgIESS ..........cccoviiiiiiiiiiiiii e eeeeanns 17

Figura 7. O nicho das células-tronco hematopoéticas na medula éssea durante o
ENVEINECIMENTO ...t e e e e e et e e e e e e e e eeeennn s 21
Figura 8. Delineamento experimental: passado, presente e futuro.............cccceeeeeeeeennns 23
Figura 9. Curva padrao, de eficiéncia e Melting mostrando a eficiéncia do primer GAPDH,
utilizado como coNtrole @NAOGENO .........ooiiiiiiiiiiiiiie e 35
Figura 10. Curva padrdo, de eficiéncia e Melting mostrando a eficiéncia do primer

RPL13a, utilizado como controle eNdOgen0 .............ccoeiieeeiiiiiiiiiiiiie e e 36
Figura 11. Esquema da tranSfeCCA0 rEVEISA .........uuviiieeeiiieiiiiiiie e eee e eeeeeeaans 38
Figura 12. Mapa do plasmideo utilizado para clonagem dos shRNAS............cccceeeeee... 42
Figura 13.Confeccgéo do vetor lentiviral ... 45

Figura 14. llustracdes do procedimento de coleta de células da medula 6ssea de
(o= 1 410 T 0] T o PP 47
Figura 15. llustracdes do teste com injecdo do corante na medula e do procedimento de
injecéo das células-tronco mesenquimais na medula 0SS€a..........cccvvvvvveviiiiiiiiiiiieeennn. 49
Figura 16. Caracterizagdo do perfil das células mesenquimais.........cccccccvvveiieiiennnnnnn. 51
Figura 17. Perfil de expresséo fenotipica de células-tronco hematopoéticas isoladas de
sangue de cordao umbilical apds seleGao CD34........cccooeviiiiiiii, 52
Figura 18. CXCL12 induz aumento no numero absoluto de células-tronco
hematopoéticas indiferenciadas CD34" CD38 ........cciiiiieiiiiiiiiiiiiiee e ee e e e e eeeeanes 54
Figura 19. Tratamento com CXCL12 induz reducdo na expressao génica dos fatores de
transcricdo ligados a diferenciacdo de linhagem hematopoética nas células-tronco

01T g0z 10] o Jo 1= 1 [oF= KPP PPPPPPPP 55



Figura 20. Expressdo dos genes relacionadas a multipoténcia nas células-tronco
hematopoéticas com e sem tratamento de CXCLL12 ..........oovvviiiiiiieeiiieeeiiiciee e 57
Figura 21. Expressé@o génica e proteica da proteina Beta-catenina nas células-tronco
hematopoéticas apds tratamento COmM CXCLL2 ........oooiiiiiiiiiiiiieieeiiiieeee e 59

Figura 22. Expresséao génica remanescente de CXCL12 apds silenciamento com siRNA

...................................................................................................................................... 61
Figura 23. Expressao intracelular de CXCL12 ap0s o silenciamento com siRNA ........ 61
Figura 24. Expressdo de CXCL12 secretado apoés o silenciamento com siRNA .......... 62
Figura 25. Perfil eletroforético do plasmideo pLL3.7 ap0s digestao ..........cccceeeeeeeeeennns 63
Figura 26. Analise dos clones ap6s amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
...................................................................................................................................... 64
Figura 27. Fotografia das células-tronco mesenquimais transfectadas com vetor pLL3.7
utilizando SIPORT® NEOFX™ .......ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt e e 65

Figura 28. Fotografias das células HEK-293T apés 24 de infeccdo por lentivirus
contendo o plasmideo — ShRNA CONLrole ............uuviiiiiiiiiiiii e 66
Figura 29. Fotografias das células-tronco mesenquimais infectadas por lentivirus e
gréaficos da citometria de fluxo para quantificacdo de células GFP+ ..............ccccevvveenn. 68
Figura 30. Andlise de células Lin-Ckit+Scal+ em camundongos jovens e idosos ....... 69
Figura 31. Citometria de fluxo, avaliacdo da técnica de transplante de células-tronco

MESENQUIMAIS MUINEBS ...eeeeeeeieiieiieeeieeeeee ettt eee e e ettt et et e e e et e et e et ee et eteeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 70

Xi



Lista de tabelas

Tabela 1. Casuistica das amostras utilizadas N0 Projeto .............vvveeiieeeeeeeeeiiiiiiieeeeen, 25
Tabela 2. Painel utilizado na identificagdo e caracterizacdo das células-tronco
NEMALOPOBLICAS ... ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e annabeees 28
Tabela 3. Painel utilizado na identificacdo e caracterizacdo das células-tronco
ST o [0 1T = £ SEPRR 29
Tabela 4. Padronizagao e efiCiéncia dOS PriMErS.......ccooeeiiiie i 33
Tabela 5. Sequéncias dos oligonucleotideos correspondentes aos RNA pequeno em
grampo (short hairpin RNA) contra o transcrito codificador de CXCL12 ..........cccc......... 41

Xii



5-FU
AGM
Ang-1
BMP2/4
CAR

CEUA
CMN+
CMV
CONCEA
CTH-CT
CTH-LT
CTHs
CTMs
DAPI
DMEM
DMEM-LG
DMSO
DPBS

ELISA

FMO
FMUSP
FT
FZD
GFP
HB

HE
HIAE
HOXB4

Lista de abreviaturas

5-Fluorouracil

Aorta gbnada mesonéfrica

Angiopoetina-1 (Angiopoetin-1)

Proteina morfogénica do osso (Bone morphogenic protein)

Células reticulares abundantes em CXCL-12 (CXCL-12 abundant reticular
cells)

Comité de ética de uso animal

Células mesenquimais nestina+

Citomegalovirus

Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal

Células-tronco hematopoéticas de curto termo

Células-tronco hematopoéticas de longo termo

Células-tronco hematopoéticas

Células-tronco mesenquimais

4',6-diamidino-2-phenylindole

Meio de cultura (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Meio de cultura (Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose)
Dimitilsulféxido

Tampao salino fosfatado sem calcio e magnésio (Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline)

Ensaio de Imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

Fluorescéncia menos um (Fluorescence Minus One)

Faculdade de Medicina de S&o Paulo

Fator de transcrigao

Frizzled

Proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein)

Hemangioblastos

Endotélio hemogénico

Hospital Israelita Albert Einstein

Proteina homebox 4

Xiii



HP
IFN-y
ISHAGE

ISCT

LB
LepR
LMM
LRP
LTRs
MCAM

MFI

MO
NFAT
NG2
PBS
PCP
PCR
plpC
PLC
RANTES

RT
SASP

SCF
SCU
SDF-1
SFB
shRNA
SiRNA
SNS

Progenitores hematopoéticos

Interferon-y

Sociedade Internacional de Hematoterapia e Engenharia de Enxerto
(International Society for Hematotherapy and Graft Engineering)
Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy)

Luria-Bertani

Receptor de leptina

Células linfomononucleares

Receptor de baixa densidade proteica (Low repector protein)

Repeti¢cdes terminais longas

Molécula de adesdo celular associada ao melanoma (Melanoma-
associated cell adhesion molecule)

Média de intensidade de fluorescéncia

Medula 6ssea

Fator nuclear de células T ativadas (Nuclear factor of activated T-cells)
Antigeno neuronal/glial 2 (Neural/glial antigen-2 NG2)

Tampao salino fosfatado (Phosphate- Buffered Saline)

Polaridade celular planar (Planar cell polarity)

Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)

Acido polinosinico (Polyinosinic: polycytidylic acid)

Progenitor linfoide comum

Regulado por ativacdo — Secretado e expresso por linfécitos regular
(Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted)
Transcriptase reversa (Reverse Transcription)

Fendtipo secretério associado a senescéncia (Senescence Associated
Secretory Phenotype)

Fator de célula-tronco (Stem cell factor)

Sangue de Cordao Umbilical

Fator 1 derivado de célula estromal (Stromal-cell derived factor -1)

Soro fetal bovino

RNA pequeno em grampo (Short hairpin RNA)

RNA pequeno de interferéncia (Small interference RNA)

Sistema Nervoso Simpatico

Xiv



TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TGF-p Fator de crescimento transformador — 8 (Transforming-growth factor — )

TPO Trombopoetina

VCAM-1 Molécula de adeséo celular vascular-1 (Vascular cell adhesion molecule- 1)
wnt Wingless

XV



Resumo

Introducéo: As células-tronco hematopoéticas sao células capazes de produzir todas as
linhagens sanguineas ao longo da vida. Na medula 6ssea, existe um microambiente local
estritamente controlado ou nicho que regula a quiescéncia, proliferacao e diferenciacéo
das células-tronco hematopoiéticas. Estudos mostraram que as células-tronco
mesenquimais podem regular o nicho de células-tronco hematopoéticas. Embora os
mecanismos ndo sejam totalmente compreendidos, essas células expressam genes
associados a manutencéo de células-tronco hematopoéticas e sua retencédo no nicho,
incluindo aqueles que codificam a quimiocina CXCL12 e o fator de células-tronco.
Objetivos: Compreender o papel da quiomiocina CXCL12 na multipoténcia,
autorrenovacdo e diferenciagcdo das células-tronco hematopoéticas humanas,
correlacionando o impacto do envelhecimento das células-tronco mesenquimais em
modelo de transplante em camundongos. Métodos: Células-tronco hematopoéticas
foram tratadas com CXCL12 (5ng/mL) e apos 3 e 7 dias, analises imunofenotipicas e
expressdo génica referente aos processos de diferenciacdo e autorrenovacédo foram
realizadas. Para analise do silenciamento da CXCL12 nas células-tronco mesenquimais
foi utilizado o método de silenciamento por RNA pequeno de interferéncia e RNA
pequeno em grampo de interferéncia. Para o estudo em modelo animal, utilizamos a
técnica de flush medular e comparamos o perfil imunofenotipico de células-tronco
hematopoéticas (LSK Lin-cKit+Scal+) em camundongos jovens e idosos, e isolamos
células estromais dos mesmos. Avaliamos o impacto do cocultivo de células-tronco
hematopoéticas com células-tronco mesenquimais na expressdao génica da
diferenciacdo. Resultados: O tratamento com CXCL12, foi capaz de manter as células-
tronco hematopoéticas em estado indiferenciado (Lin-CD34*CD38") e contribuiu para
reducdo da expressédo de genes relacionados a diferenciacdo hematopoética e aumento
dos genes relacionados a multipoténcia. A técnica de silenciamento por RNA pequeno
de interferéncia ndo foi satisfatoria para diminuicdo da expressdo do RNA e proteica da
quimiocina CXCL12. Houve diferenca significativa na porcentagem de células-tronco
hematopoéticas (LSK Lin-cKit+Scal+) de camundongos jovens e idosos. As analises de
expressado génica do cocultivo mostraram aumento significativo na expressao para genes
envolvidos na diferenciagdo hematopoética e queda na expressdo dos genes

relacionados a multipoténcia e aumento significativo de B-catenina. Conclusdes: O
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tratamento com CXCL12 contribuiu para manter um estado indiferenciado nas células-
tronco hematopoéticas, aumentou a expressao de genes relacionados a multipoténcia e
diminuiu a expressdo de genes de diferenciacdo. Células-tronco mesenquimais sao
frequentemente utilizadas como suporte para expansdo de células-tronco
hematopoéticas, entretanto, observamos que contribui para 0 aumento da expressao
genes relacionados a diferenciacdo e sem impacto nos genes relacionados a
multipoténcia. Os resultados em camundongos contribuiram para o entendimento das
alterag6es no microambiente medular no envelhecimento e para o isolamento de células-

tronco mesenquimais.

Descritores: Células-tronco hematopoéticas; Quimiocina CXCL12; Células-tronco

mesenquimais
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1 INTRODUCAO

1.1 O nicho das células-tronco hematopoéticas

As principais propriedades de células-tronco hematopoéticas (CTHS)
sdo multipoténcia, capacidade de autorrenovacéao e quiescéncia.®» O microambiente da
da medula 6ssea (MO) parece ser exclusivamente adaptado para suportar estas e outras
propriedades das CTHs. Conforme proposto pela primeira vez por Schofield em 1978, o
conceito de nicho de células-tronco dentro da MO ganhou popularidade generalizada. As
células especializadas da MO estéo fisicamente associadas as CTHs e fornecem sinais
especificos que ajudam a manter sua funcdo. Muitos estudos de revisdo reunem
trabalhos que destacam a diversidade de células do estroma da MO que compdem o
nicho e os sinais que elas geram para contribuicdo e para a manutencdo de CTHs,
conforme ilustrado na figura 1.8

A MO é o principal local de hematopoese na maioria dos
vertebrados.® Além de células hematopoéticas, a MO compreende células que
contribuem para a homeostase 0ssea, incluindo células-tronco mesenquimais (CTMSs),
osteoprogenitores, osteoblastos e ostedcitos. Além disso, um cenario mais complexo é
construido pela presenca de outros subtipos de células estromais que residem na medula
e podem regular a hematopoese, incluindo células neuronais, células da glia e
adipécitos. @8

Existe uma rica rede de células estromais intercaladas entre ilhas de
células hematopoéticas que geram um gradiente de secre¢do da quimiocina CXCL12
(Figura 1), entretanto, a localizagdo dos nichos de CTHs na MO continua controversa.
Estudos anteriores usando populacées de CTHSs transplantadas, marcadas atraves de
seus receptores demonstraram localizacdo de prevaléncia endosteal. Estes dados
corroboram Nombela-Arrieta et al., que revelaram que tanto as CTHs mais progenitoras
ou as mais comprometidas com linhagem, estavam localizados perto do endotélio com
preferéncia pela regido endosteal.(0-12)

Entretanto, outros trabalhos guiados por imagens através da
identificacdo de marcadores de superficie das CTHs na MO, sugerem que estas células

estdo localizadas em grande parte na regido perivascular.(3.14)



Outros estudos focam na colaboracdo da quimiocina CXCL12 para a
localizacdo das CTHs no microambiente medular, também conhecido como fator 1
derivado de célula estromal (SDF1 — stromal-cell derived fator-1), uma quimiocina
essencial para a retencdo das células progenitoras hematopoéticas na MO. A expressao
da quimiocina CXCL12 verificada a partir da atividade de Cre recombinase, onde a
delecdo desta quimiocina foi condicionada a regido promotora da proteina verde
fluorescente (GFP — green fluorescent protein), revelam que as células de estroma que
mais expressam CXCL12, comumente referidas como células reticulares abundantes em
CXCL12 (CAR — CXCL12 abundant reticular cells), sdo distribuidas em torno dos
sinusoides.®

Diversos estudos identificaram populacdes especificas de células
estromais que regulam distintas populacdes de progenitores hematopoéticos, agindo
como reguladores positivos e negativos da hematopoese.® Portanto, é importante
ressaltar que, independentemente de sua localizacdo, uma complexa soma de sinais
metabdlicos, gerados por diferentes populacées de células estromais, determinam o
destino e as fungdes das CTHs dentro do nicho da MO.
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(A) Corte transversal da medula 6ssea saudavel, incluindo medula vermelha e amarela (B) As
regides perivasculares da MO contém uma populacdo heterogénea de células estromais
caracterizadas pela expressédo de CXCL12 em 3 subconjuntos diferentes, uma que expressa niveis
elevados de CXCL12 também conhecido como células CAR, outro grupo de células do estroma que
expressam Nestina e, células estromais positivas para receptores de leptina (LepR). (C) Gradiente
da CXCL12 e a localizagdo das CTHs na medula 6ssea ainda € controversa, porém, células do
estroma podem regular progenitores distintos de células hematopoiéticas, sendo identificados como
reguladores positivos e negativos da hematopoese. CTH: células-tronco hematopoéticas; PLC:
progenitor linfoide comum.

Figura 1. llustracdo dos diferentes nichos de células-tronco hematopoéticas e gradiente da
guimiocina CXCL12 na manutencgédo dos progenitores hematopoéticos

1.2 Hematopoese

1.2.1 Desenvolvimento da hematopoese

Durante o desenvolvimento embrionario, a hematopoese ocorre em

localizagdes anatdmicas distintas, sendo dividida em dois estagios: o primitivo e o

definitivo. A hematopoese primitiva ocorre no periodo embrionario, e esta localizada no

saco vitelino, aorta gdbnada mesonéfrica (AGM) e placenta. Ja o estagio da hematopoese

definitiva, envolve a colonizacdo do figado fetal, timo, baco e, finalmente, da MO.® O

processo de producdo do sangue € iniciado a partir de uma célula pluripotente, com

capacidade de se autorrenovar e se diferenciar em células progenitoras multipotentes,

que originam progenitores oligopotentes que podem estar comprometidos com a

linhagem mieloide ou linfoide (Figura 2).
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(A) Durante o desenvolvimento embrionario, a hematopoese
ocorre primeiramente no saco vitelino, posteriormente na aorta
gbnada mesonéfrica e figado fetal. (B) A hematopoese em cada
local favorece a producdo de linhagens de sangue especificas.
(C) Janelas do tempo de desenvolvimento para locais de
mudanca da hematopoese. CEs: células endoteliais; CTH-LT,
células-tronco hematopoéticas de longo termo; CTH-CT, célula-
tronco hematopoiética de curto termo; PMC, progenitor mieloide
comum; PLC, progenitor linfoide comum; MGE, progenitor de
granulécitos/macrofagos e eritroide; B T, células Be T.

Fonte: Traduzido e adaptado de Orkin SH, Zon LI
Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell biology. Cell.
2008;132(4):631-44.©

Figura 2. Desenvolvimento da hematopoese no camundongo

No modelo classico, os progenitores mieloides comuns se diferenciam
em células da linhagem mieloide, tais como: mondcitos, eritrocitos, megacariocitos,
granulécitos macréfagos e células dendriticas. Progenitores linfoides comuns d&o origem
aos linfécitos T e B, células NK e células dendriticas.(*®)

Embora o modelo classico tenha sido muito Util para compreender o
processo de diferenciagdo das CTHs, vale a pena observar que este modelo tem
algumas deficiéncias porque simplifica a complexidade da diferenciagéo dessas células,
com avanc¢os em tecnologia de célula unica e modelos genéticos de camundongos, este
modelo foi desafiado ao longo dos Ultimos anos, especialmente na elucidacdo da

megacariopoese e eritropoese.17:18)



A chave para a manutencdo da homeostase hematopoética sdo as
células-tronco hematopoéticas, com capacidade de divisdo assimétrica, ou seja,
capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em todas as linhagens de células
sanguineas. Ainda na fase embrionaria, 0os primeiros eritroblastos séo formados, mas
sdo derivados da hematopoese transitoria e tem como principal funcédo fornecer
oxigenacdo para o embrido,*® sendo rapidamente substituida. Na hematopoese
definitiva ocorre a producdo de células sanguineas derivadas de células-tronco
hematopoéticas onde as células-tronco hematopoéticas de longo termo (CTH-LT) ou
pluripotentes proliferam e reduzem seu potencial de replicacdo, formando as CTHs de
curto termo (CTH-CT) ou multipotentes.(9)

A hematopoese definitiva € também controlada por sinais ambientais
extrinsecos, como fatores de crescimento e outras moléculas de sinalizacao que serédo
integradas as moléculas intrinsecas, como fatores de transcri¢cdo (FTs), reguladores do
ciclo celular e fatores de remodelacédo da cromatina.

As vias de sinalizacdo como VEGF-FIk-1, Notch, Wnt (Wingless) e a
proteina morfogénica do osso BMP4 (bone morphogenic protein 4)?1-23 convergem na
expressdo de alguns FT. Ainda na fase primitiva, o fator de transcricdo Etv2 (ETS -
related protein 71 ER71) foi identificado como um regulador chave transcricional durante
a transicdo do mesoderma para hemangioblasto,® e esta sinalizagcdo € resultado de
cascatas reguladoras, incluindo Notch, BMP e Wnt.(?® A transicdo entre hemangioblasto
e endotélio hemogénico também é dependente da expressao de fator de transcricdo, o
Scl (Tal-1), o primeiro fator expresso no estagio hemangioblasto e mantido durante
outras fases, 527 inclusive durante a fase adulta, onde contribui para a manutencdo de
CTHs e as restringe em GO, preservando a atividade sob condicbes demanda
proliferativa, uma vez que a homeostase hematopoiética ao longo da vida € mantida por
um conjunto estavel de CTHSs, equilibrando-se constantemente entre a autorrenovacao
e diferenciacdo, com a maioria das CTHs em repouso (G0) ou quiescente.®®

A saida da quiescéncia e inicio de autorrenovacao ou proliferacdo das
CTHs é controlada pela combinacéo de fatores extrinsecos e intrinsecos. Os fatores
intrinsecos, como varios fatores de transcricdo foram identificados na fase definitiva
(adulta), tais como: Ets, Runx1, MLI1, TFIIS, Gata2, Meisl, Erg, FOXO e proteina
homebox 4 (HOXB4), sendo que alguns deles reaparecem novamente durante a
diferenciacéo de linhagem (Figura 3A). Estudos demonstram que ha participacéo destes

fatores no controle da apoptose, na diminuicdo das espécies reativas de oxigénio e na



manutencdo da quiescéncia das CTHs. Especificamente, o aumento da expressao de
HOXB4, por meio da utilizacao de vetores, ampliou a autorrenovacéo de CTHs enquanto
manteve o potencial de diferenciacdo de vérias linhagens.(20.29-31)

As vias de sinalizagdo Wnt/B-catenina e Notch-Delta influenciam o
destino das CTHs, tanto durante a fase primitiva, quanto durante a fase definitiva e/ou
adulta, sendo a via Notch responsavel pela ativacdo do fator Runxl durante
hematopoese definitiva®23%) e, além disso, a sinalizacdo de Notch é um fator chave na
inibicdo da diferenciacdo e, para a manutencdo mediada por Wnt de CTHs
indiferenciados, sugerindo que a sinalizacdo Notch pode integrar multiplos sinais para

manter o estado das células-tronco.®:34

1.2.2 Controle da diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas durante a
hematopoese

Acredita-se que CTHs adultas sejam predominantemente
quiescentes, com estimativas de novas divisdes celulares a cada 145 dias.®® Uma
diferenciacdo sem divisdo provavelmente levaria as CTHs a exaustdo,® desse modo,
as decisdes de destino sdo resultado do tipo de diviséo celular, onde a divisdo simétrica
resulta em duas filhas iguais, garantindo a autorrenovacgéo, enquanto a divisao celular
assimétrica resulta em uma célula filha que mantém caracteristicas de células-tronco e
outra progenitora comprometida com linhagem (Figura 3B). Dois tipos de modelos foram
propostos para explicar o compromisso de linhagem (Figura 3C-D): modelos
instrutivos/especificos que preveem responder a estimulos externos, que guiam
diretamente as decisbes de linhagem durante diferenciacdo, ou modelos
seletivos/aleatoérios, cuja escolha de linhagem é aleatéria, provavelmente devido a
expressao génica estocastica, e aos estimulos externos.(®-38) E importante mencionar
gue esses dois modelos ndo sdo mutuamente exclusivos, e parece presumivel que
eventos extrinsecos possam ser instrutivos e seletivos. Processos intrinsecos celulares,
em particular nos quais participam os fatores transcricdo, sdo centrais para a definicao
do estagio de desenvolvimento e o potencial de linhagem, em resposta a um sinal
externo.Y

Além disso, o controle da diferenciagdo de CTHSs é realizado também
pela interrupcdo do estimulo a partir da saida dos FTs, como por exemplo, o fator de



transcricdo PU.1 (codificado pelo gene SPI1) que € necessario para o desenvolvimento
de linhagens linfoides e mieloides. Dentro da linhagem mieloide, camundongos
deficientes de Spil apresentam uma quase completa auséncia de macréfagos,
neutrdfilos e outros granulécitos.G%40) A participagdo de PU.1 na modulacdo da
diferenciacéo das linhagens provavelmente ocorre de forma dose-dependente,®42 uma
vez que os niveis de PU.1 sdo maiores na linhagem mieloide em relacéo aos observados
em células B. No entanto, diferencas também existem dentre os subtipos de células
mieloides, cujas diferenciagcbes ocorrem distintamente dependendo do nivel de
expressdo de PU.1 e da coexpressdo de FTs especificos para cada linhagem.® O
desenvolvimento de neutréfilos, por exemplo, requer a expressdo de uma proteina de
ligacdo ao intensificador CCAAT-a (C/ EBPa), um FT que antagoniza a atividade de
transcricdo do PU.1, levando a diminuicdo de sua concentracdo. Adicionalmente, tal
diminuicao efetiva, abaixo do limiar requerido para especificacdo de macréfagos, permite
a diferenciacdo de outras linhagens mieloides.*344

Os diferentes niveis de atividade de PU.1 também demonstram ser
importantes para a escolha da linhagem entre macrofagos e mastécitos. Altos niveis de
expressdo de PU.1 favorecem a diferenciacdo de macrofagos, enquanto niveis
intermediéarios, juntamente com a coexpressao do FT GATA2, favorecem a diferenciagéo
para mastdcitos.“9 Além disso, PU.1 também é um fator chave no desenvolvimento de
células dendriticas.“®

Como mencionado acima, a familia GATA dos FTs também exerce
funcdes na regulacdo da diferenciacdo de linhagens hematopoéticas. Camundongos
nocaute para GATAL, 2 e 3 morrem ainda no estagio embrionario devido a alteracdes
hematolégicas, indicando um papel fundamental destes fatores de transcricdo no
desenvolvimento hematopoético.®® GATA1 é especificamente expresso durante o
desenvolvimento de linhagens de células eritroides e megacariociticas.“% A perda deste
FT resulta em um aumento acentuado da expressdo de GATAZ2, indicando néo apenas
que GATA2 compensa parcialmente o GATAL, mas também que GATAL suprime a
transcricdo de GATA2 durante a eritropoiese normal.“”) A expresséo de GATA2 também
€ essencial durante a transdiferenciacdo de progenitores mieloides para basdfilos e
mastdcitos,“® enquanto pareceu ser dispensavel para diferenciacdo de macréfagos.“®
Ja a perda combinada de GATAL1 e GATA2 em embrides de duplo nocaute leva a uma
quase completa auséncia de células eritroides primitivas, sugerindo sobreposicao

funcional entre estes fatores de transcricdo no inicio da eritropoiese.®® O dltimo



componente da familia GATA, o GATAS, € descrito como sendo expresso em linfécitos
T,51) mas também participa da regulacdo da autorrenovacéo e diferenciacdo de CTHSs
na MO.®2 No desenvolvimento de células T, o GATA3 tem um papel central desde a
geracdo de progenitores de linhagem T, até na diferenciacdo de células Th2, na
especificacdo de linfocitos T CD4 e no controle da proliferacdo e manutencdo de
linfécitos T maduros. (53-56)

C 00 CTH-LT A ~\ Célula-tronco hematopoética
) ()
2 Divisao celular
E
QQC""” — D -
T 9@ | 00
) [ &7 =
o
PMC 2 Diviséo simétrica em @ Diviséo simétrica em
/ duas células filhas iguais ) . progenitoras
i 1 O N comprometidas com
= = R S linhagem
( O‘ Divisdo assimétrica
\ GATA
Seletivo/Aleatério C Instrutivo/Especifico D

= u7
GATA-1 C/EBPa

GATAH [GATA4 Gfi-tb
FOG-1 | fith GATA
Gfi-tb =

Al
EKLF * ~_Megacariocitos

N 0o

’7”:7’ l{{; 7 J\:" 97“?

',Lll‘r al.r Ll.r xl.r

LB 2 g h’ ' N |
Fii-1

Eritrécitos ‘L ' . ’ L} >‘ Xy A "A “ L 7' ®y
o
Y Plaquetas Basofilo Eosinéfilo  Neutrofilo I'J‘:cﬁzz‘::a Linfocito T Linfocito B \L ‘ ‘ . . . .

(A) Desenho esquemético da hematopoese e fatores de transcricdo envolvidos no processo de
diferenciagdo de CTHs. Estdo indicados em vermelho os fatores de transcricdo associados a
oncogénese. (B-D) Esquema de divisdo assimétrica de CTHs e modelos propostos para explicar o
compromisso de linhagem, modelos seletivos/aleatério e modelos instrutivos/especificos. CTH-LT:
Células-tronco hematopoética de longo termo; CTH-CT: Células-tronco hematopoética de curto termo;
PLC: progenitor linfoide comum; PMC: progenitor mieloide comum.

Fonte: Traduzido e adaptado de Orkin SH, Zon LI. Hematopoiesis: an evolving paradigm for stem cell
biology. Cell. 2008;132(4):631-44.

Wilkinson AC, Gottgens B. Transcriptional regulation of haematopoietic stem cells.In: Hime G, Abud H,
editors. Transcriptional and translational regulation of stem cells. Advances in experimental medicine
and biology. Dordrecht: Springer; 2013. p. 187—-212.0:31)

Figura 3. Fatores de Transcricdo na Hematopoese e divisdo assimétrica de células-tronco
hematopoéticas

Precursores

Células

1.3 Células perivasculares estromais no nicho medular

1.3.1 Células-tronco mesenquimais

As CTMs, descritas ha muitos anos por Friedenstein et al. como

células precursoras estromais multipotentes capazes de formar o tecido ésseo existente



na MO.®") Estas células, ao serem isoladas e semeadas foram capazes de aderir ao
plastico e formar colbnias fibroblasticas derivadas de uma unica célula. O potencial de
autorrenovacdo e diferenciacdo foram demonstrados in vivo,®”) sugerindo entdo a
presenca de células-tronco estromais na MO. Sendo assim, CTMs ou células-tronco
estromais sdo células precursoras que se autorrenovam e podem se diferenciar em
células da linhagem dssea, adipogénica e condrogénica.®®

A Sociedade Internacional de Terapia Celular propés um critério
minimo de caracterizacdo das CTMs: a) serem aderentes ao plastico; b) expressarem os
marcadores de superficie CD105, CD90 e CD73, mas nao expressarem os marcadores
pan leucocitario (CD45), endotelial (CD31), células precursoras hematopoéticas (CD34),
mondcitos (CD14 ou CD11b) e células B (CD79a ou CD19) e o HLA de classe Il (HLA-
DR); ¢) as CTMs devem ser capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condroécitos

e adipdcitos.®9)

1.3.2 Células reticulares abundantes em CXCL12

As quimiocinas pertencem a uma grande familia de pequenas
citocinas quimioatraentes que foram identificadas pela sua capacidade de controlar a
adesdao, guimiotaxia e ativacao leucocitaria. Portanto, sabe-se que estdo envolvidas em
processos biolégicos importantes, como na angiogénese, hematopoese,
desenvolvimento embrionario dentre outros.® A quimiocina CXCL12 foi caracterizada
como um fator de crescimento de células precursoras de linfocitos B.®1) A sinalizacéo
entre a quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR-4 é essencial para o homing,
manutencdo das CTHs e o desenvolvimento das células imunes, incluindo células B,
células dendriticas plasmocitoides e células NK na MO.(1561)

Camundongos contendo a proteina CXCL12 ligada a um promotor da
proteina GFP revelou uma alta expressédo de CXCL12-GFP em uma pequena populacao
de células reticulares, denominadas células CAR, as quais estavam distribuidas
uniformemente por toda a MO e possuiam longos prolongamentos que formavam uma
rede.(1562) Neste trabalho, Sugiyama, mostrou que a dele¢do de CXCL12 condicionada
por injecdo intraperitoneal de plpC em camundongos adultos resultou em reducéo no
namero de CTHs e um aumento na sensibilidade a dano mielotéxico, embora néo

impedisse a proliferacdo de fendtipos mais maduros. A maioria das CTHs foram
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encontradas em contato intimo com as células CAR, estas por sua vez, foram
encontradas circundando as células endoteliais sinusoidais ou proximas ao endosteo. A
sinalizagdo CXCL12-CXCR4 tem papel importante na manutenc&o do “pool” de CTHs
quiescentes, e as células CAR parecem ser componente chave do nicho vascular e
endosteal na MO adulta. Entretanto, 97% das CTHs (CD150* CD48 CD41), células
precursoras de linfocitos B, células plasmaticas, dendriticas plasmocitoides e células NK
também estavam em contato com os prolongamentos das células CAR na medula. Este
resultado sugere que as células CAR interagem ndo apenas com as CTHs, mas também
com células imunes produzidas na MO, 1563-65)

Para avaliar a funcao das células CAR in vivo, Omatsu et al. utilizaram
um modelo animal, no qual as células CAR foram depletadas. Tal delecéo foi associada
a uma reducdo no numero e no tamanho das CTHs, que apresentaram um fenGtipo mais
guiescente e expressaram genes da linhagem mieloide. Além disso, o nimero de células
B e progenitores eritroides também foi reduzido com a delecdo das CAR.©6)

Outros estudos apontam que células perivasculares da MO que
expressam a molécula de adeséo celular associada ao melanoma (MCAM — melanoma
associated cell adhesion molecule), também chamada de CD146, sdo progenitores
estromais.®”) Este subtipo de células CD146* também expressam o PDGFR-a, CD51 e
o filamento de proteina nestina, estdo localizadas proximas as fibras do nervo
adrenérgico e apresentam a capacidade de formar colbnias fibroblasticas, além de
expressarem genes mediadores da manutencdo e retencdo das CTHs como, por
exemplo, os que codificam a quimiocina CXCL12 e o fator de célula-tronco (SCF — stem
cell fator). A caracterizacdo dessas células indica que elas apresentam um perfil de
expressdo de genes e de proteinas de membrana semelhantes as células CAR
presentes em camundongos.®468) Ding e Morrison avaliaram a expressdo de CXCL12
através da atividade de Cre recombinase, onde a dele¢cdo desta quimiciona foi
condicionada por injecdes de tamoxifeno e direcionada através de regibes promotoras
especificas de células estromais perivasculares, células endoteliais e osteoblastos na
MO. Com a delecao, mostraram que a expressao de CXCL12 encontrava-se em maior
prevaléncia em células estromais perivasculares e, em niveis mais baixos nas células
endoteliais, assim como em osteoblastos e células hematopoéticas. Em relagdo aos
efeitos sobre as CTHSs, foi observado que a delecdo de CXCL12 em células endoteliais
diminuiu a frequéncia de CTHs, em contrapartida, a delecdo em osteoblastos reduziu a

frequéncia de progenitores linfoides.(®°)
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Outro estudo, em desacordo com o Ding e Morrison, revelou que a
delecdo de CXCL12 em osteoblastos ndo tem efeito sobre CTHs ou progenitores
linfoides. Entretanto, a delegcdo de CXCL12 em células estromais que expressam osterix,
que incluem células reticulares e células CAR, resulta em mobilizacdo constitutiva de
CTHs e perda de progenitores linfoides de células B, mas néo alteram a funcéo de CTHs.
Surpreendentemente, também mostraram que a delecdo condicional utilizando Prx-cre
de CXCL12 em progenitores mesenquimais negativos para nestina esta associada a
perda acentuada de CTHs, perda da atividade de repopulagdo, diminuicdo de
quiescéncia e de progenitores linfoides comuns.(")

Portanto, esses dados sugerem que as células CAR e as células
CD146* sédo progenitores adipo-osteogénico essenciais para a proliferacdo de células B,
progenitores eritroides e CTHs, além de participarem da manutencdo e retencdo de
células CTHs indiferenciadas e que, embora, as células perivasculares sejam as células
gue mais secretam CXCL12, outras células presentes no nicho medular também

secretam esta quimiocina, contribuindo em conjunto para as fun¢des das CTHs.

1.3.3 Células mesenquimais nestina+ e leptina+

A nestina é um filamento de proteina intermediario que foi identificado
como um marcador de progenitores neurais."® Estudos mostraram que algumas células
perivasculares estdo associadas as fibras do nervo adrenérgico do Sistema Nervoso
Simpético (SNS), parecem estar envolvidas com a mobilizacdo das CTHs e séo
responsaveis pelo nimero destas células circulantes no sangue periférico de acordo com
as oscilacdes circadianas.(273)

Mendez-Ferrer et al. identificaram em modelo murino uma populagao
de células mesenquimais que expressa nestina e que esta associada as CTHs. As
células mesenquimais nestina* (CMN*) s&@o definidas como células estromais
perivasculares que estado localizadas nas areas centrais da MO, mas também podem ser
encontradas nas proximidades do enddsteo, porém, em baixa frequéncia. As CMN™* estdo
espacialmente associadas a CTHs e fibras nervosas adrenérgicas e possuem alta
expressdo de genes de manutencdo de CTHs. Além disso, tém alta expressédo de
adrenoceptores-3, assim como de CXCL12 que foi 50 vezes mais elevada em células

positivas para nestina quando comparado com células negativas, provavelmente,
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ocorrendo uma sobreposicdo de células positivas para nestina e células CAR. A
deplecao de células nestina* in vivo reduziu rapidamente o numero de CTH na MO, além
de reduzir significativamente o homing de progenitores hematopoéticos para a MO apos
transplante, confirmando a participacdo de células nestina* na reconstituicdo da
populacdo de CTHs pds transplante. Adicionalmente, camundongos transplantados
tiveram CTHs residindo préoximas a CMN* na MO.(4

Ding et al. mostraram que o receptor de leptina (LepR) também é
expresso em células estromais perivasculares da MO, similares as células CAR. As
células estromais que expressam receptores de leptina, também produzem CXCL12 e
SCF. Baseando-se nessas afirmacdes, 0os autores removeram o gene que codifica o SCF
nas células leptina* e observaram reducdo no nimero de CTHSs, indicando que estas
células também sado importantes componentes celulares para nicho de células-tronco da
MO.(74)

Kunisaki et al. a fim de postular existéncia de dois nichos na MO,
endosteal e vascular, utilizaram um novo método tridimensional de imagem combinado
com modelagem computacional. Este novo método permitiu identificar nichos vasculares
distintos, arterial perivascular e reticular (sinuséide), mediando quiescéncia (nicho
arterial) e a proliferacdo (nicho sinuséide) das células-tronco, mas ndo mostrou
distribuicdo endosteal para estas células. Em relacdo a marcadores celulares, eles
observaram que as células perivasculares que expressam LepR sdo uma importante
fonte de SCF, necessério para a manutencdo de CTH no nicho. Entretanto, devido ao
fato das células Nestina®™ também expressarem grandes quantidades de SCF, eles
avaliaram sobreposicao entre as células perivasculares ou reticulares Nestina* e células
LepR*, e observaram que mais de 80% dessas células se sobrepdem. Entretanto,
apenas as células arteriais perivasculares Nestina® foram capazes de expressar o
marcador de pericito Antigeno neuronal/glial 2 (NG2 - neural/glial antigen-2),
conseguentemente, eles concluem que as arteriolas organizam um nicho critico que
mantém as CTHs em quiescéncia na medula e sao distintas das células presente nos
sinusoides, pois além de serem cercadas por nervos simpaticos, camadas de células
musculares lisas e componentes da matriz, também transportam sangue do coragéo sob
alta pressdo. Tais caracteristicas traduzem diferencas significativas entre as células
arteriais e venulares endoteliais afetando sua influéncia sobre as CTHs.(")

E provavel que as CTHs residam em um nicho perivascular, mas a

localizacdo especifica desse nicho permanece controversa. Outro estudo mostrou que
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quase todas CTHs ficam em contato com células Lepr* e células que expressam altos
niveis de CXCL12 e, aproximadamente 85% de CTHs ficam bem proxima ao sinusoide.
Este estudo também mostrou que a maioria das CTHSs, quiescentes ou em divisdo, ficam
distantes de arteriolas.("6)

Asada et al. demonstraram que a delecdo de CXCL12 ou SCF de
todas as células perivasculares marcadas por nestina-GFP depletou as CTHs da MO de
camundongos, enquanto a delecdo seletiva de CXCL12 de células NG2* arteriolares,
além de reduzir o numero CTHSs, alterou sua localizacdo na MO. Em contraste, a delecao
de SCF em células LepR*, também levou a reducdes de CTHs na MO. Estes resultados
revelam contribuicBes distintas das células perivasculares para manutencdo de CTHs
em nichos vasculares separados. Em adicdo, também mostrou que células
perivasculares quase se sobrepdem completamente em relacdo a secrecdo de SCF e
CXCL12. Sendo assim, as contribui¢des diferenciais dos subtipos de células podem nédo
refletir fielmente a complexidade da secrecédo de fatores do nicho medular. Certamente
estudos futuros determinarao até que ponto a heterogeneidade de CTHs € correspondida
pela heterogeneidade do nicho.(”

Portanto, arteriolas e sinusoides da MO sdo acompanhados por
células que expressam NG2 e LepR e constituem nichos especializados que regulam a
quiescéncia e proliferacdo de CTHs. No entanto, a forma como as células do nicho
regulam diferencialmente as funcbes CTHs permanece desconhecida.

No decorrer deste trabalho focaremos principalmente nas func¢des da
qguimiocina CXCL12 e na via de sinalizacdo Wnt envolvidas nas funcdes de CTHs.
Entretanto, inGmeros estudos, principalmente em modelos animais, mostram que a
regulacdo e a manutencdo das CTHs no nicho medular sdo dependentes de varios
fatores e sinais que ocorrem no microambiente, como por exemplo, as vias de
sinalizacdo CXCL12 (SDF-1)/ CXCR4, Mpl/Trombopoetina (TPO), Tie2/Angiopoetina

(Ang-1), via de Wnt e Notch, conforme ilustrado na figura 4.
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Células implicadas na manutencdo de CTHs, incluindo células estromais perivasculares, células
endoteliais, macréfagos, células CAR, neurbnios simpéticos e células de Schwann néo
mielinizantes. Alguns reguladores estabelecidos da manuten¢&o de CTHSs incluem CXCL12 e SCF,
pleiotrofina, angiopoietina 1 (ANGPT1) e TGF-B e vias de sinalizagao incluindo Notch e Whnt.
Osteoblastos na regulagdo das células progenitoras linfoides e adipdcitos influenciando
negativamente a manutencéo de CTHs.

Fonte: Traduzido e adaptado de Mendelson A, Frenette PS. Hematopoietic stem cell niche
maintenance during homeostasis and regeneration. Nat Med. 2014;20(8):833—46.(4

Figura 4. Principais tipos de células envolvidas na regulagdo da manutencao de células-tronco
hematopoéticas

1.4 CXCL12 / CXCR-4

A quimiocina CXCL12 em seres humanos e em camundongos é
altamente conservada e, seu splicing da origem a diferentes isoformas, sendo a e B as
isoformas predominantes e mais presentes.(’®79 A isoforma CXCL12a é expressa
principalmente na MO, pulmdes, linfonodos, coracédo, timo e figado, embora possa
também ser encontrada na pele e no intestino delgado. A forma precursora pro-CXCL12
contém um peptideo sinal com 21 aminoacidos na regido N-terminal, que € clivado para
a secrecdo da forma madura e biologicamente ativa.®?) Seu receptor CXCR4,
inicialmente liga-se aos residuos 12 a 17 da quimiocina, levando a uma mudanca
conformacional do receptor que entédo interage com a por¢cédo N-terminal (1 a 8 residuos)
do CXCL12, dos quais os residuos 1 (Lys) e 2 (Pro) sdo aqueles diretamente envolvidos
na ativacdo do CXCR4 e consequente sinalizacdo via proteina G.(®D

Estudos com camundongos deficientes em CXCL12 ou CXCR4

revelaram que a sinalizacdo CXCL12-CXCR4 é necesséria durante a hematopoese,
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formacdo de vasos sanguineos no trato gastrointestinal, desenvolvimento cerebelar,
formacédo do septo cardiaco ventricular e viabilidade embrionaria. 68283 Além disso, o
receptor atipico de quimiocina 3 (ACKR3, também conhecido como CXCR?7), € capaz de
se ligar ao CXCL12 sinalizando via B-arrestina e modulando negativamente a atividade
de CXCR4.(8485)

Conforme ilustrado na figura 5, o eixo CXCL12/CXCR4 promove a
ativacéo de vérias vias de sinalizagdo, incluindo Jak/STAT ou sinalizagfes via proteina
G como: PI3K, MAPK, PLC/PKC, enquanto inibe a adenil ciclase e subsequente
formacdo de cAMP.®687) O mecanismo de ativagdo de CXCR4 por CXCL12 é mediado
pela heterotrimérica proteina G (Gafy), que apds sua ativacdo libera as suas
subunidades Ga e Gy, tornando-as ativas. A ativagado de Gai pode resultar em liberacéo
de calcio via PLCB, bem como a inibigdo da adenilato ciclase.®® A proliferacdo celular
pode ser mediada por meio da ativacdo da PI3K-AKT através das subunidades Ga e/ou
GBy. Além disso, Ga ativada pode promover cascatas de sinalizacdo que levam a
ativacdo Rho/Rac/Ras e PI3K/NFkB induzindo sobrevivéncia, migracéo e proliferacéo
celular.®

O eixo CXCL12/CXCR4 esta expresso em células hematopoéticas e
endoteliais para estimular processos fisiologicos. Estudos indicam que a interacdo
CXCL12/CXCR4 promove a manutencdo e a retencdo das CTHs no nicho, e
experimentos de inativacéo ou delecéo do receptor CXCR4 em camundongos resultaram
na reducdo das células CTHs quiescentes levando a proliferacdo exacerbada das
mesmas.15%) Tzheng et al. confirmaram o papel da quimiocina CXCL12 na manutenc&o
das CTHSs, uma vez que camundongos deficientes de CXCL12 apresentaram diminui¢cao
na populacdo de CTHs quiescentes no nicho endosteal.®%
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Diagrama esquematico da sinalizagdo CXCL12 e CXCR4-CXCR7
afetando as principais vias de sinalizacdo relacionadas a
sobrevivéncia, proliferagdo e migracéo celular.

Fonte: Traduzido de Wurth R, Bajetto A, Harrison JK, Barbieri F, Florio
T. CXCL12 modulation of CXCR4 and CXCR7 activity in human
glioblastoma stem-like cells and regulation of the tumor
microenvironment. Front Cell Neurosci. 2014;8:144. Figure 1,
Schematic diagram of proposed CXCR4-CXCR7 crosstalk affecting
major signaling pathways related to cell survival, proliferation, and
migration; p. 3.7

Figura 5. Sinalizagdo CXCL12 e CXCR4-CXCR7

1.5 Via de sinalizacdo Wingless

Vérios estudos tentam elucidar o papel da via sinalizacdo Wnt na
biologia da célula-tronco hematopoética, e existem diferentes modelos e sistemas que
indicam a participacdo da via canfnica no aumento da capacidade de autorrenovagao
destas células.®2)

A Wnt é uma proteina que participa de varios processos bioldgicos
tais como: migragdo celular, controle da divisdo assimétrica e proliferacdo.®*%) Os
isotipos Wnt5a, Wnt2b e Wntl0b foram relacionados com a proliferacdo in vitro de
células-tronco humanas e progenitores primitivos. O estimulo de CTHSs in vitro com
Wnt3a levou ao aumento da atividade em Bcl2 e da capacidade de autorrenovacao
destas células.®%

Existem pelo menos trés vias de sinalizacdo Wnt, sendo uma
candnica dependente de B-catenina, outra conhecida como polaridade celular planar

(PCP- planar cell polarity) e a via de calcio.®® A via can6nica tem sido muito estudada
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em células do sistema imunoldgico, onde a B-catenina € o principal alvo. A formacéao do
complexo B-catenina-TCF/LEF promove a ativacéo de genes alvos da Wnt, a proteina [3-
catenina esté localizada no citoplasma e tem papel importante nas juncdes aderentes
celulares, mas possui vida curta, devido a atividade do complexo de destruicao
multiproteico, como ilustrado na figura 6.4

A proteina Wnt se liga a um complexo de receptores, composto pelo
receptor Frizzled (FZD) e co-receptor de baixa densidade proteica (LRP5 - LRP6 low
repector protein 5 - 6), os niveis celulares de -catenina sao estritamente regulados por
um complexo multiproteico, levando a sua ubiquitinizacdo e a degradacao

proteassomal.(®¥
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(A) Regulacéo negativa de sinalizagdo canbnica Wnt através da ligacdo da proteina
DKK1 aos co-receptores LRP5/LRP6. (B) Ligacdo da proteina Wnt ao co-receptor LRP
e receptor Frizzled, levando a ativacao da via de sinalizacéo canénica.

Fonte: Traduzido de Staal FJ, Luis TC, Tiemessen MM. WNT signalling in the immune
system: WNT is spreading its wings. Nat Rev Immunol. 2008;8(8):581-93. Figure 1,
Canonical or WNT—B-catenin—TCF/LEF signaling; p. 583.¢%)

Figura 6. Via de sinalizacdo candnica Wingless

Os estudos de ganho de fungédo da B-catenina que investigaram o
papel da Wnt canbnica demonstraram que a ativacao da B-catenina nas CTHs levou a

expansdo da CTHs in vitro, mantendo-as em estado imaturo e promovendo
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reconstituicdo das diferentes linhagens.®29) Por outro lado, um resultado oposto indicou
que a ativacao constitutiva da B-catenina usando delecdo condicional da proteina Mx1
(pertencem a familia das grandes GTPases) em camundongos levou a inducao do ciclo
celular, diferenciacdo prejudicada, exaustdo e reconstituicdo reduzida das linhagens
apos o transplante, seguido de morte.(7:%8)

Estudos em camundongos mostraram que a deficiéncia irreversivel
da proteina Wnt3a, relacionada a via canbnica, levou a diminuicdo de CTHs e
progenitoras de longo prazo, além da reducdo da autorrenovacdo e da capacidade de
repopulagdo de CTHSs provenientes do figado fetal.®® Embora o mecanismo subjacente
especifico ainda ndo tenha sido descoberto, outros estudos também apoiam um papel
importante da via Wnt candnica na regulacdo da renovacdo de CTHs, a delecao
condicional de B-catenina usando Vav-Cre ou superexpressao especifica de um
regulador negativo de Wnt canbnico, Dkkl. Tal superexpressdo em células
osteoblasticas (Col2.3-Cre) resultou em diminuicdo da reconstituicdo hematopoética
apos o transplante e reforcou os efeitos observados do papel da via na autorrenovacéo
de CTHSs in vivo.®9 No entanto, a delecdo condicional de B-catenina e y-catenina em
camundongos Mx1-Cre ndo afetou a autorrenovacdo ou a hematopoese apos o
transplante.(100.10) Apesar da delecdo tanto da B-catenina quanto da y-catenina, a
sinalizacdo Wnt permaneceu presente, sugerindo que um homologo compensatorio da
B-catenina possa existir.(101)

Embora a maioria dos estudos tenha investigado a Wnt canénica,
também foi sugerido que a via Wnt ndo-canbnica afeta o comportamento de CTHSs.
Supdbe-se que o ligante Wnt5a ndo-canodnico inibe a sinalizacdo Wnt candnica, inibindo
a proliferagéo celular in vitro e aumentando a capacidade de repovoamento de CTHs em
modelo murino.(92) As LT-CTHs expressam os membros de sinalizador ndo-candnico
wnt (Fmi, também chamado Celsr) e 8 frizzled (Fzd8), que promovem quiescéncia
durante a homeostase, impedindo a localizacdo nuclear do fator nuclear de células T
ativadas NFAT (nuclear factor of activated T-cells), suprimindo interferon-y (IFN-y) e
antagonizando a sinalizacdo Wnt candnica.(1%® Além disso, o estresse em CTHs induzido
pela administracdo do quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) em camundongos resultou
na repressao da sinalizagdo ndo-canonica de Wnt, resultando em sinalizagdo canonica

aumentada.(193)
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1.6 Envelhecimento do nicho medular e CXCL12

O envelhecimento influencia negativamente a manutencdo das
funcbes das CTHs, aumentando a proliferacdo e promovendo um potencial de
diferenciacdo transversal.1%41%) O transplante de CTHs de camundongos idosos em
receptores mais jovens revelou que as células envelhecidas tinham uma chance 50%
menor de se diferenciarem e, portanto, menor probabilidade de contribuir para a
hematopoese em comparacdo com as células mais jovens, além disso, a diferenciacao
tendeu em direcéo a linhagem mieloide.1%) Com isso, as mudancgas mais clinicamente
significantes do envelhecimento sdo o declinio na competéncia do sistema imune
adaptativo, o aumento das doencas mieloides incluindo as mielodisplasias, leucemias e
o desenvolvimento de anemias.®%"

Embora o mecanismo exato ainda ndo tenha sido definido para
explicar esse fendbmeno, dois pontos de vista potencialmente complementares foram
sugeridos: a regulacdo intrinseca e extrinseca.(1%61%) Uma perspectiva sobre o
envelhecimento apoia uma regulacdo intrinseca das CTHs que resulta em uma
diferenciacdo preferencial de progenitores mieloides e uma capacidade diminuida de
produzir progenitores linfoides e células eritroides.(199110) Essas alteragdes intrinsecas
levam a exaustéo das células-tronco e a diminuicdo da capacidade de repopulacao das
células hematopoéticas, além de reduzir as taxas de sobrevivéncia.®°"

Outro modelo de envelhecimento sugere uma regulacédo extrinseca
mediada pelo microambiente, que induz um viés de progenitor mieloide comum.®%) Por
exemplo, o aumento no nicho medular de camundongos da quimiocina pro-inflamatoria
CCL5, também conhecida como RANTES Regulado por ativagdo — Secretado e expresso
por linfocitos regular (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted)
pode contribuir para diferenciacdo mieldide tendenciosa de CTHs envelhecidas.®11)
Outros trabalhos em humanos, demonstraram que CTMs derivadas de doadores idosos
apresentaram morfologia senescente, um potencial clonogénico retardado, uma
capacidade de proliferacdo reduzida e aumento na secrecdo dos fatores com SASP
fendtipo secretério associado a senescéncia (Senescence Associated Secretory
Phenotype). Além disso, a exposicdo de CTHSs jovens a fatores secretados por CTHs
envelhecidas induziu genes pro-inflamatérios na CTH e prejudicou o potencial

clonogénico de maneira dependente de SASP.(112.113)
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Em favor de um equilibrio microambiental, as CTHs demonstraram
mudar a localizacdo em relacdo a superficie 6ssea em camundongos idosos em
comparagdo com animais jovens e localizam-se mais longe do enddsteo.®* E, devido
ao envelhecimento, os adipdcitos estdo cada vez mais presentes no microambiente da
MO, que regulam negativamente a hematopoese e atrasam o enxerto.®15)

Os camundongos envelhecidos também apresentam numero
reduzido de células progenitoras mesenquimais localizadas perto da superficie endosteal
em comparagdo com camundongos jovens, prejudicando potencialmente a capacidade
de CTHs permanecerem quiescentes.11®) Recentemente, foi demonstrado que o
envelhecimento de CTHs também é criticamente depende da inervacdo da MO pelo
SNS. A perda de nervos do SNS ou de receptores adrenérgicos 33 no microambiente da
MO de camundongos jovens levou ao envelhecimento prematuro de CTHs.(117)

InvestigacBes adicionais sobre a interagdo entre 0s mecanismos
intrinsecos e extrinsecos envolvidos na regulacédo do envelhecimento por CTHs podem
levar a uma base terapéutica para promover o rejuvenescimento das células-tronco.
Mudancas intrinsecas frequentemente produzem fenétipos que sdo complementares aos
efeitos do envelhecimento extrinseco, indicando que o fenétipo de envelhecimento do
CTHs envolve uma série complexa de fatores e uma linha de comunicacdo com o nicho
(Figura 7).

A diminuicdo da secrecdo de CXCL12 pelas células estromais
envelhecidas é um ponto relevante envolvendo mudancas extrinsecas no nicho de CTHSs,
como demonstrado previamente pelo nosso grupo®® e, recentemente, mudancas
relacionadas ao envelhecimento em camundongos também foi associada a diminuicédo
da expressdo de CXCL12, SCF e Jagged.l!® Sendo assim, a hipotése do presente
projeto € de que a quiomiocina CXCL12 participa da manutencdo da multipoténcia,
autorrenovagédo e diferenciagdo das células-tronco hematopoéticas humanas. E ainda,
que o envelhecimento de CTMs in vivo contribui para dinsfungcdes de CTHs em

camundongos.
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Representacéo esquematica do nicho de células-tronco hematopoéticas durante o envelhecimento,
CTHs envelhecidas exibem diferenciacdo aumentada para linhagem mieloide. Alteracfes
relacionadas ao envelhecimento do nicho da medula éssea que influenciam o envelhecimento das
CTHs incluem alteracdes na vascularizagdo e nas células-tronco/progenitoras mesenquimais,
aumento da adipogénese e reducdo da osteogénese, secrecdo alterada de fatores de nicho e um
numero reduzido de nervos adrenérgicos.

Fonte: Traduzido e adaptado de Pinho S, Frenette PS. Haematopoietic stem cell activity and
interactions with the niche. Nat Rev Mol Cell Biol. 2019;20(5):303-20.®

Figura 7. O nicho das células-tronco hematopoéticas na medula 6éssea durante o envelhecimento

1.7 Objetivos

1. Avaliar a expressao génica dos fatores de transcri¢cao relacionados
a autorrenovacao e diferenciacdo de linhagem hematopoética ap6és o cocultivo das
células-tronco hematopoéticas com células-tronco mesenquimais;

2. Avaliar o papel da quimiocina CXCL12 na autorrenovagao e
diferenciac@o de células-tronco hematopoéticas;

3. Avaliar a via Wingless nas células-tronco hematopoéticas
cocultivadas com células-tronco mesenquimais e apés tratamento com a quimiocina
CXCL12;

4. Avaliar o silenciamento da expressao génica e proteica de CXCL12
nas células-tronco mesenquimais para avaliar sua influéncia nas células-tronco
hematopoéticas;

5. Avaliar o perfil imunofenotipico das células-tronco hematopoéticas

em camundongos jovens e idosos;
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6. Expandir células-tronco mesenquimais de camundongos jovens e

idosos para ensaios in vivo de avaliacao de funcao destas células no nicho medular.
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2 METODOS

2.1 Delineamento experimental: passado, presente e futuro

Abaixo, na figura 8 esta ilustrado o esquema do delineamento

experimental no passado, presente e futuro.

Sorting subpopulagbes
de CTMs — Técnica
reprovada

7

Obtengado células CD34* e CTM ‘ Novas estratégias

CD34+ : Imunofenotipagem I Silenciamento Avaliagdo modelo

mRNA-CXCL12 animat
l envelhecimento

Etapa desenvolvida anteriormente no grupo

Y

Co-cultivo CTM e CTHs 1,

Dia 07 e 12 pds co-cultivo: Extragdo de RNA CTHs,
estoque frezer -80°C

|

Doacao/coleta de bolsas de sangue de
cordao e filtro de medula éssea

Sintese de cDNA / amplificagdo completa do transcriptoma Expansdo CD34* com e sem

tratamento de CXCL12

|

|

y

Analise da eficiéncia
do silenciamento

Imunofenotipagem
CTHs camundongos
jovens e idosos

Imunofenotipagem e extracdo de RNA

LAnélise de expressdo génica

Figura 8. Delineamento experimental: passado, presente e futuro

2.2 Solucgdes e meios de cultura

!

!

Inicio padronizagdo do
silenciamento em
plasmideos

Isolamento de MSCs
de MO - camundongos
jovens e idosos

l

l

Curva de maturagdo de CD34+
co-cultivdas com MSCs ap6s o
silenciamento de mRNA
CXCL12

Analise MO ap6s
transplante entre
camundongos jovens e
idosos

Meio para congelamento celular (Mcl): DMEM - Dulbecco's
Modified Eagle Medium (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com 40% de soro fetal
bovino (SFB — Soro Fetal Bovino) (Gibco, Carlsbad, CA), 1% de uma solucéo antibidtico-
10000pg/mL  de
streptomicina e 25ug/mL de Gibco anfotericina B (Gibco, Carlsbad, CA), e 1% de L-
glutamina 200mM (Gibco, Carlsbad, CA) com 10% de Dimitilsulfoxido (DMSO).

antimicético composto por 10000 unidades/mL de penicilina,
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Solucéo de descongelamento (Mc2): suplementado com 40% SFB,
12,5Ul/mL de DNase (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1% antibidtico-antimicotico composto
por 10000 unidades/mL penicilina, 10000pug/mL estreptomicina, 25ug/mL de Gibco
anfotericina B (Gibco, Carlsbad, CA), e 1% L-glutamina (200mM).

Tampé&o para coluna de selecdo (T1): PBS - Tampéao salino
fosfatado (Phosphate- Buffered Saline) pH 7,2, 0,5% albumina humana e 2 mM EDTA.

Tampé&o de marcacao para citometria de fluxo (T2): DPBS -
Tampédo salino fosfatado sem calcio e magnésio (Dulbecco's Phosphate — Buffered
Saline), 1% de albumina humana (Grifols, Barcelona, Espanha) e 0,1% de azida sodica
(Sigma, St Louis, MO).

Meio de cultivo para CTH (Mc3): StemSpan H3000 (Stem Cell
Technologies, Vancouver, Canada) suplementado com 5ng/mL de fator de SCF, 5ng/mL
de interleucina 6 (IL-6), 5ng/mL de Interleucina-3 (IL-3) e 6,2ng/mL de ligante da tirosina
quinase-3 (tyrosina kinase -3 ligand - FlIt3-L) (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Meio de cultura para CTM humanas (Mc4): DMEM (Gibco,
Carlsbad, CA) suplementado com 10% de SFB (Gibco, Carlsbad, CA), 1% de uma
solucdo antibidtico-antimicotico composto por 10000 unidades/mL de penicilina,
10000pg/mL de streptomicina e 25ug/mL de Gibco anfotericina B (Gibco, Carlsbad, CA),
e 1% de Lglutamina 200mM (Gibco, Carlsbad, CA) com 10% de DMSO.

Meio de cultura para CTM - murinos (Mc5): DMEM (Gibco,
Carlsbad, CA) suplementado com 20% de SFB (Gibco, Carlsbad, CA), 1% de uma
solucdo antibibtico-antimicotico composto por 10000 unidades/mL de penicilina,
10000pg/mL de streptomicina e 25ug/mL de Gibco anfotericina B (Gibco, Carlsbad, CA),
e 1% de Lglutamina 200mM (Gibco, Carlsbad, CA) com 10% de DMSO.

Meio de cultivo para bactéria: Luria-Bertani (LB), composto por:
0,5% (m/V) de extrato de levedura, 1% (m/V) de caldo de triptona de soja e 1% (m/V) de
NaCl, pH 07. Para preparo de meio LB-liquido, os componentes séo diluidos em agua
Milli-Q e autoclavados. Para preparo de LB-agar, € adicionado 12g de agar em 1L de LB-
liguido e autoclavado. Para sele¢édo de colonias, foi adicionado ao meio o antibiotico

ampicilina (concentracgéo final de 100ug/mL).



2.3 Casuistica

As amostras sangue de cordédo umbilical (SCU) e MO foram coletadas
a partir de procedimentos cirargicos, sendo o SCU no momento do parto e MO durante

a coleta para doacao, seguido pelo isolamento e a caracterizacédo das células utilizadas

no estudo.

As células utilizadas no presente estudo estéo descritas na tabela 1 e
foram obtidas a partir de 13 bolsas de sangue de SCU e 14 filtros descartaveis utilizados
durante a coleta de MO dos quais foram isoladas as CTMs de doadores de MO de idades

variadas.

Tabela 1. Casuistica das amostras utilizadas no projeto

SCuU CTMs Idades Experimento
SCU 11* Hmo 25 47 Cocultivo
SCuU 12* Hmo 34 48 Cocultivo
SCU 13* Hmo 35 22 Cocultivo
Hmo 37 22 Cocultivo
Hmo 39 35 Cocultivo
Hmo 40 49 Cocultivo
* Dia 07 cocultivo: SCU 11 e SCU 12
* Dia 12 cocultivo: SCU 11 e SCU 13
Hmo 53 27 Padronizacéo citometria
Hmo 54 49 Padronizagéo citometria
Hmo 55 59 Padrgz'riifgo de
Hmose 20 Padronizagiode
Hmos7 56 Padionizagiode
Hmo 58 30 Armazenado
Hmose 66 Stenciamento
HMo 60 34 Padronizacao

SCU 23
SCU 24

SCU 25

SCU 26

SCU 27
SCU 28
SCU 29
SCU 30

Silenciamento
Estimulo CXCL12
Excluido, problemas
técnicos
Excluido, problemas
técnicos
Excluido, problemas
técnicos
Estimulo CXCL12

Estimulo CXCL12
Estimulo CXCL12
Armazenado

continua...
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...continuacao

SCU 31 Armazenado
SCU 32 Armazenado
Total 13 14

*SCU: Sangue de cordao umbilical, CTM: células-tronco mesenquimais.

2.4 Obtencéo de células linfomononucleares do sangue de corddo umbilical

Amostras de SCU foram coletadas em bolsas no Centro Obstétrico do
Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE). As bolsas que ndo atingiram algum critério de
qualidade (numero ou volume das células obtidas) do setor de Hemoterapia (HIAE) foram
doadas para o presente estudo. A doacdo ocorreu pelo responsavel legal do doador,
mediante a assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), aprovado
pelos comités de ética em pesquisa do HIAE e da Faculdade de Medicina de Sao Paulo
— FMUSP (Anexo 1), registrado na Plataforma Brasil sob o CAAE numero:
21840113.0.0000.0071.

O interior das bolsas foi lavado com meio de cultura DMEM - LG
(DMEM-LG Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose) para diluicdo e retirada do
SCU. Tal lavado foi cuidadosamente colocado sobre Ficoll Paque (GE Healthcare,
Chicago, IL) com densidade de 1.077 em tubos conicos que foram centrifugados a 500g,
por 30 minutos, a 22°C.

ApoOs a centrifugacédo, a interface opalescente contendo a fracdo de
células linfomononucleares (LMN) foi transferida para novo tubo cénico, ressuspendida
em PBS, centrifugada por 5 minutos a 500g e o sobrenadante posteriormente
descartado. Este procedimento foi repetido e as células LMN foram congeladas

(5x10%/mL) de meio de congelamento (Mc1) e armazenadas a -80°C.

2.5 Obtencdao de células-tronco hematopoéticas

As células LMN de SCU foram descongeladas na solucédo de
descongelamento Mc2. As células foram novamente separadas por gradiente de
densidade Ficoll-Paque por centrifugacéo a 500g por 30 minutos, a 22°C para obtencao
apenas das células LMN vivas. Tais células foram coletadas, lavadas com PBS 1x e

centrifugada a 500g por 5 minutos, a 22°C. Foi realizada a contagem/analise da
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viabilidade das células por camera de Neubauer utilizando o Azul de Tripan (Trypan
Blue). Em seguida, as células foram centrifugadas 500g por 5 minutos, a 22°C e
ressuspendidas em 500uL de tampéo (T1), centrifugadas a 300g, por 10 minutos, a 22°C.
O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 300uL de T1.

As células-tronco hematopoéticas CD34* foram separadas de acordo
com o protocolo de separacdo CD34 (Microbead Kit - Human Macs Miltenyi Biotec,
Alemanha). As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C com “microbeads” anti-
CD34 e FCR “blocking reagent"”, cujos volumes foram calculados proporcionalmente ao
namero de células. Posteriormente, as células foram lavadas com tampdo T1, e
adicionadas a coluna previamente lavada com o mesmo tampéo. Uma vez que a coluna
foi mantida acoplada a um magneto, apenas as células CD34*, ligadas as microbeads
permaneceram retidas na coluna. Essas células foram lavadas com T1 e retiradas da
coluna com o auxilio de um émbolo para um novo tubo. Esta etapa foi repetida, ou seja,
as células passaram por duas colunas de selecdo para aumentar a pureza das células
CD34*. Ap0s a separacdo, o numero e a viabilidade das células CD34* foram obtidos em
camara de Neubauer utilizando Azul de Tripan (Trypan Blue).

2.6 Caracterizacao imunofenotipica de células-tronco hematopoéticas humanas

A imunofenotipagem de células CD34" por citometria de fluxo foi
baseado no protocolo recomendado pela ISHAGE Sociedade Internacional de
Hematoterapia e Engenharia de Enxerto (International Society for Hematotherapy and
Graft Engineering). Este protocolo permite, além da avaliagdo do tamanho e
complexidade celular, sele¢éo da subpopulacdo de células CD34"* a partir da populacéo
total de leucdcitos, marcados como anticorpo monoclonal anti-CD45 (células CD45%).(120-
123)

Os anticorpos monoclonais utilizados foram: Lineage (CD3, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD56) - FITC, CD34-PE-Cy7 (clone: 8G12) e CD117-APC (clone:
104D2) (BD Pharmingen, San Diego, CA), CD38-PE (clone: T16) e CD45 PerCP-Cy5.5
(clone: J33) (Beckman Coulter, Marseille, France). Além disso, foram utilizadas células
ndo marcadas para controle de fluorescéncia e também, controles para populaces
CD38, CD34 e CD117 através da técnica de FMO (Fluorescence Minus One), o painel
de anticorpos de interesse e controles esta disponivel na tabela 2.
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Apés a separacdo magnética por afinidade das CTHs, as células
foram marcadas com anticorpos monoclonais de interesse acima citados, incubadas em
temperatura ambiente protegidas da luz por 30 minutos. Apos esse periodo, as células
foram lavadas com T2, centrifugadas a 5009, por 5 minutos a 22°C, ressuspendidas em
100pL de solucéo tampao T2 e adquiridas em citdmetro de fluxo FACS Fortessa — LSR
Il (BD Biosciences, San Jose, CA), foram por tubo.

Os dados obtidos foram analisados no software FLOWJO (TreeStar,
Ashland, OR).

Tabela 2. Painel utilizado na identificacdo e caracterizacdo das células-tronco
hematopoéticas

Células ndo Marcacéao de

Fluorocromos . FMO 1 FMO 2 FMO 3
marcadas interesse

FITC Lineage Lineage Lineage Lineage

PE CD38 CD38 CD38

PC5 CD45 CD45 CD45 CD45

PE-Cy7 CD34 CD34 CD34

APC CD117 CD117 CD117

2.7 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais por citometria de fluxo

As CTMs foram obtidas através de filtros descartaveis de MO, onde
0os mesmos foram lavados com meio Mcl, seguindo de separacdo da fracao
mononuclear por gradiente de densidade Ficoll-Paque por centrifugacdo a 500g por 30
minutos, a 22°C e colocadas imediatamente em cultura para adesdo e expansao das
CTMs. As CTMs apds a 42 passagem em cultura foram retiradas do frasco de cultura,
centrifugadas e ressuspendidas em T2. Em seguida foram incubadas protegidas da luz
por 30 minutos a temperatura ambiente, conforme tabela 3, CD34-PE (clone: My10),
CD105-PE-CF594 (clone: 266), CD29-APC (clone: MARO4), CD106-FITC (clone: 51-
10C9), CD73-PE (clone:AD2), CD90-PE-Cy7 (clone: SE10), CD14-Alexa 700 (clone:
M5E?2), CD45-V500 (clone:H130), CD31-V450 (clone: WM59), (BD Pharmingen - San
Diego — CA), CD44-PerCPCy5 (clone: G44-26), HLA-DR-APC-H7 (clone:G46-6) (BD
Biosciences — San Jose — CA) e o controle realizado por FMO.

Posteriormente, as células foram lavadas com T2 e centrifugadas a
500g por 5 minutos, a 22°C e ressuspendido em 200pL da solugéo T2. A aquisicdo das

amostras foi realizada no citbmetro de fluxo FACS Fortessa — LSR Il (BD Biosciences —
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San Jose — CA) e foram adquiridos 10.000 eventos por tubo. A analise dos dados foi
realizada utilizando o software FLOWJO (TreeStar, Ashland, OR).

Tabela 3. Painel utilizado na identificacdo e caracterizagcdo das células-tronco
mesengquimais

Fluorocromos Tubo 1 Tubo2 FMO1 FMoz  Celulas nao
marcadas
PE CD73 CD34 CD34 CD34
FITC CD106 CD19 CD19 CD19
APC CD29 CD29 cD29 cD29
PE-CF594 CD105 CD105 CD105 CD105
PerCP-Cy5.5  CD44 CD44 CD44 CD44
PE-Cy7 CD90 CD90 CD90 CD90
V450 CD31 CD31 CD31 CD31
Alexa 700 CD14 CD14 cD14 -
V500 CD45 CD45 CD45 CD45
APC-H7 HLA-DR HLA-DR HLA-DR

2.8 Diferenciacédo das células-tronco mesenquimais em 3 linhagens mesodérmicas

2.8.1 Protocolo de diferenciacédo adipogénica

Para a diferenciacdo em adipécitos, o meio de cultura Mc4 foi
modificado pelo meio de diferenciacdo adipogénica composto por alpha-MEM (Gibco,
Carlsbad, CA) e suplementado com 10% de SFB, 1% de antibiético-antimicotico, 1uM
dexametasona (Sigma, St Louis, MO), 100ug/mL de isobutil-metil-xantina (IBMX -Sigma,
St Louis, MO) 10ug/mL de insulina (Sigma, St Louis, MO) e 100uM de indometacina (IDT
— Sigma, St Louis, MO). O meio de diferenciacéo adipogénica foi adicionado a cultura e
trocado em dias alternados durante 21 dias. ApOs esse periodo, a diferenciacédo foi
evidenciada pelo o corante oil-red. Apds o cultivo por 21 dias, as células foram fixadas
com 4% paraformaldeido (Sigma, St Louis, MO) por 30 minutos, lavadas com DPBS e
desidratadas com 60% isopropanol por 2-5 minutos. Em seguida, as células foram
incubadas por 15 minutos com a solugéo 0,5% oil red (Sigma, St Louis, MO) diluida em
isopropanol. Em seguida, toda a solucéo foi removida e as células coradas foram lavadas
4 vezes com agua deionizada. A diferenciacdo adipogénica foi evidenciada pela
coloracdo com oil red, a qual cora as gotas lipidicas formadas no interior da célula em

vermelho e na sequéncia foram analisadas e registradas por microscopia optica.



30

2.8.2 Protocolo de diferenciacéo e de evidenciacdo da diferenciacdo osteogénica

Para a diferenciacdo em osteoblastos, o0 meio de cultura Mc4 foi
substituido pelo meio de diferenciacdo osteogénica composto por alpha-MEM e
suplementado com 10% de SFB, 1% de antibiotico-antimicotico, 1uM dexametasona
(Sigma, St Louis, MO), 2ug/mL de acido ascorbico (Sigma, St Louis, MO) e 10uM de
beta-glycerol-fosfato (Sigma, St Louis, MO). O meio de diferenciacdo osteogénica foi
adicionado a cultura e trocado em dias alternados durante 21 dias. Apds esse periodo a
diferenciacdo foi evidenciada com o corante alizarin-red. Logo apds os 21 dias de
diferenciacéo, as células foram lavadas com DPBS e fixadas com 4% paraformaldeido
por 30 minutos e lavadas com agua destilada. Em seguida, as células foram incubadas
por 1 hora com o corante 1% alizarin red (2g alizarin red diluidos em 100mL de &gua
destilada, pH 4.2) (Sigma, St Louis, MO), apds esse periodo, a solucdo foi removida e
cada poco foi lavado duas vezes com agua destilada. A diferenciacdo osteogénica foi
evidenciada pela coloracao alizarin red, a qual cora os depésitos de céalcio em vermelho

e na sequéncia foram analisadas e registradas por microscopia éptica.

2.8.3 Protocolo de diferenciacéo e de evidenciacéo da diferenciacdo condrogénica

Para a diferenciacdo em condrocitos, o meio de cultura Mc4 foi
substituido pelo meio de diferenciacdo condrogénica composto por alpha-MEM e
suplementado com 10% de SFB, 1ug/mL de &cido ascoérbico e 10ng/mL de Fator de
crescimento transformador — 3 (TGF-( transforming growth factor beta) (Sigma, St Louis,
MO). O meio de diferenciagcdo condrogénica foi adicionado a cultura e trocado em dias
alternados durante 21 dias. ApOs esse periodo, a diferenciagéo foi evidenciada com o
corante toluidine blue. Apos os 21 dias de diferenciacdo, os pocos foram lavados e as
células fixadas com a seguinte sequéncia: 70% etanol, 90% etanol e etanol absoluto, por
1 minuto cada lavagem. As células foram incubadas por 10-15 minutos com o corante
azul de toluidina (1g toluidine-blue, 1g de borato de sddio diluidos em 100mL de agua
destilada) (Sigma, St Louis, MO). A diferenciagcdo condrogénica foi evidenciada pela
coloracao toluidine blue no qual cora a matriz rica em proteoglicanos em azul e na

sequéncia foi analisada e registrada por microscopia oOptica.
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2.9 Cultivo de células-tronco hematopoéticas com ou sem tratamento de CXCL12

As CTHs selecionadas por separacdo magnética de afinidade foram
cultivadas em placas de 6 pocos, em duplicata, na densidade de 5x104 com o meio de
cultura Mc3 a 37°C com 5% de CO2, na presenca ou auséncia da quimiocina
CXCL12a/SDF-1a (5ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN). A mesma concentracao
da quimiocina foi novamente adicionada nos po¢os com tratamento nos dias 2 e 6 de
cultivo.

As andlises de imunofenotipagem foram realizadas no dia 0
(imediatamente apds a obtencao celular), no 3° e 7° dia de cultura. No 7° dia também

foram realizadas analise de expressao proteica da B-catenina e expressao de génica.

2.10 Extracédo de RNA

O isolamento do RNA foi realizado utilizando-se o kit RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Alemanha) de acordo com as instrucdes descritas pelo fabricante. Apos sete
dias de cultura, as células com ou sem tratamento de CXCL12 foram lavadas com PBS
(1x), transferidas para um tubo contendo solugao tampao RLT e 23- mercaptoetanol. As
células foram forcadas a lise celular, através de 5 homogeneizacdes com seringa e
agulha (0,9mm de didametro). Em seguida, acrescentou-se etanol a amostra lisada e
transferido para a mini coluna do kit de extracdo de RNA, a fim de ligar o RNA total a
membrana. A coluna foi tratada com DNase (Qiagen, Alemanha) por 15 minutos e lavada
para remocdo de contaminantes. Apdés, o RNA foi eluido em agua livre de RNase
(Qiagen, Alemanha).

A quantificagdo do RNA foi obtida por espectrofotometria, a leitura foi
expressa em ug/pL e utilizando-se o equipamento Nanovue (GE Healthcare,Chicago, IL).
Para descartar a presenca de contaminantes foram utilizadas as amostras que

apresentaram a relacdo de absorbancias (A260/280nm e A260/230nm) entre 1,8 e 2,0.
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2.11 Sintese de cDNA - reacdao de transcricao reversa

O cDNA (fita complementar de DNA) foi produzido a partir de 1ug de
RNA total utilizando-se o kit Quantitec Reverse Transcription (Qiagen, Alemanha),
seguindo protocolo de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A reacao ocorreu no termociclador seguindo duas etapas. A primeira
etapa consistiu na eliminacdo de DNA genbdmico que eventualmente pudesse estar
presente na amostra. Nessa etapa utilizou-se gDNase, que junto com o RNA e 4gua
foram entdo aquecidos a 42°C durante 2 minutos e em seguida resfriados a 4°C. Na
sequéncia, iniciou-se a transcricdo do cDNA e para isso foram adicionados a enzima RT
transcriptase reversa (Reverse Transcription) Quantiscript, o RT Primer Mix e o tampéao
RT. A reacéo foi realizada a 42°C durante 15 minutos, em seguida a 95°C durante 3

minutos para inativar a atividade da enzima RT, seguido de armazenamento a -20°C.

2.12 Cocultivo de células-tronco mesenquimais e células-tronco hematopoéticas

Os ensaios de cocultivo e a extracdo de RNA das CTHs foram
realizados previamente durante dissertacdo de mestrado desenvolvida no grupo.8) As
CTHs selecionadas por separacdo magnética de afinidade foram cocultivadas com
CTMs de individuos de diferentes faixas etarias (entre 22 e 48 anos), em uma placa de
24 pocos, as CTMs foram plaqueadas na densidade de 2x10% com o meio de cultura Mc1l
e foram cultivadas a 37°C com 5% de CO2 em incubadora umidificada até atingirem 70%
de confluéncia. Em seguida, as CTHs foram semeadas na densidade de 1x10* por poco
e 0 meio de cultura foi substituido pelo Mc3, acima descrito. As CTHs foram coletadas
no 3° e 7° dia para realizagdo da analise imunofenotipica por citometria de fluxo e ao 7°
dia, foram extraidos os RNAs das CTHs e armazenados a -80°C para posterior analise

de expresséo génica.

2.13 Sintese de cDNA — amplificacdo completa do transcriptoma

Conforme descrito acima, foi utilizado o RNA que encontrava-se

armazenado proveniente das CTHs mantidas em cocultivo com as CTMs. O cDNA foi
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produzido a partir de 10ng de RNA total utilizando-se o kit QuantiTect® Whole
Transcriptome (Qiagen, Alemanha), seguindo protocolo de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

A reagédo ocorreu no termociclador seguindo trés etapas. A primeira
etapa consistiu na transcricao reversa do cDNA utilizando enzima T-Script e tampéao “T-
Script Buffer”, contendo random primers e oligo-dT mantidos por 30 min a 37°C e 5 min
a 95°C. Apds, realizou-se a etapa de ligacéo, onde o cDNA sintetizado € ligado por meio
de uma mistura de ligacéo de alta eficiéncia (Enzima de Ligagéo 1, Enzima de Ligacéo
2, Reagente de Ligacédo e Tampao de Ligacdo) e mantidos por 2 horas a 22°C. Por fim
realizamos a etapa de amplificacdo total do transcriptoma, uma vez que o cDNA ligado
foi amplificado em uma reacéo isotérmica com duragéo de 2 horas a 30°C utilizando uma
mistura de amplificacdo (REPLI-g Midi DNA Polymerase e REPLI-g Midi Reaction Buffer),

e o produto final foi submetido a 95°C por 5min para inativacdo enzimatica.

2.14 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores/primers

Os oligonucleotideos utilizados na Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR - Polymerase Chain Reaction) foram desenhados a partir do aplicativo Integrated
DNA Technologies (https://www.idtdna.com) com base nas sequéncias de RNAm obtidas
através do banco de dados GenBank e sintetizados pela empresa Invitrogen. A
sequéncia completa das fitas sense e antisense e eficiéncia dos primers podem ser

visualizadas na tabela 4.

Tabela 4. Padronizacao e eficiéncia dos primers

Primer Sequéncia5 2> 3’ Concentracao Eficiéncia
GAPDH Sense: GAGAAGGCTGGGGCTCA 400nM 98% / R2: 0,99
Antisense: GTCCTTCCACGATACCAAA
RPL13a Sense: TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 400nM 98% / R2: 0,99
Antisense: CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA
SOX2 Sense: TGGGAGGGGTGCAAAAGAGG 250nM 100% / R2: 0,99
Antisense: GAGTGTGGATGGGATTGGTG
POU5F1 Sense: AGAAGTGGGTGGAGGAAGCTGACAA 800nM 85% / R2: 0,99
Antisense: TGGGTTTCGGGCACTGCAGG
NANOG Sense: CCTATGCCTGTGATTTGTGG 250nM 112% / R2: 0,99
Antisense: CTGGGACCTTGTCTTCCTTT
KLF4 Sense: ACCTACACAAAGAGTTCCCATC 400nM 113% / R2: 0,99
AntiSense: ATCTGAGCGGGCGAATTT
B-Catenina Sense: TTACGAAAAACTACTGTGGACCA 400nM 90% / R2: 0,99

Antisense: AAAGATTCCTGAGAGTCCAAAGA

continua...
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...continuacao

IKZF1 Sense: GGCCAGTAATGTTAAAGTAGAGA 200nM 102% / R2: 0,98
Antisense: GGCATCAAGCATTCGTAAATC
GATA2 Sense: AGAACCGACCACTCATCA 200nM 109% / R2:0,99
Antisense: TGGTTGTCGTCTGACAATTT
GATA3 Sense: TCATTAAGCCCAAGCGAAG 200nM 90% / R2: 0,99
Antisense: CATTCCTCCTCCAGAGTGT
PU.1 Sense: GAGCCATAGCGACCATTAC 200nM 107% / R2: 0,99
Antisense: GCTCCGTGAAGTTGTTCT
Notchl Sense: AGGCAATCCGAGGACTAT 200nM 108% / R2: 0,99
Antisense: AGAACGCACTCGTTGATG
HBOX4 Sense: CTGGATGCGCAAAGTTCA 200nM 98% / R2: 0,99
Antisense: TTCCTTCTCCAGCTCCAA
CXCL12 Sense: TGCCGATTCTTCGAAAGC 200nM 95% / R2: 0,99

Antisense: CTACAATCTGAAGGGCACAG

2.15 Realizacado dos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

As reacdes de gRT-PCR foram realizadas no equipamento ABIprism
7500 empregando-se o kit SyberGreen Fast (Qiagen, Alemanha), seguindo as instru¢des
do fabricante. Resumidamente, foi feita uma mistura contendo cDNA diluido 8 vezes
(3,0uL - 20ng), oligonucleotideo sense e antisense (cujas concentracdes variaram de
acordo com a padronizacdo dos oligonucleotideos descrita na Tabela 4) e de
SyberGreen. A ciclagem determinada pelo fabricante ocorreu de acordo com as
seguintes etapas: 5 minutos a 95°C seguidos de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C (para
desnaturacdo do DNA), 30 segundos a 60°C (para anelamento dos
oligonucleotideos/extensdo da nova fita de DNA e deteccdo da fluorescéncia),
finalizando o ciclo com etapa da obtencdo da curva de Melting. As reacdes foram
realizadas para determinar a expressao dos genes constitutivos ou controle endégeno,
RPL13a e GAPDH e dos genes de interesse do estudo: SOX2, POU5F1, NANOG, KLF4,
B-Catenina, IKZF1, GATA2, GATA3, PU.1, NOTCH1 e HOXB4. Para andlise dos
resultados dos valores de Ct “Cycle threshold” foi utilizado o Software 7500 versao
v2.0.6.

2.16 Padronizagdo dos primers e curvas de eficiéncia - Reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real

Para a curva de eficiéncia as amostras de cDNA foram diluidas em
série (1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64) todas em triplicatas, e em seguida, foram conduzidos os

ensaios de gRT-PCR nos quais, a quantidade de reagentes e a ciclagem utilizada no
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equipamento para a reacao foi a mesma utilizada conforme protocolo descrito acima
Foram consideradas eficientes as curvas que apresentaram valores proximos a
100%.(124125) As curvas dos genes de controle enddégeno estdo demonstradas como
exemplo nas figuras 9 e 10.
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Figura 9. Curva padréo, de eficiéncia e Melting mostrando a eficiéncia do primer GAPDH, utilizado
como controle endégeno
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Figura 10. Curva padrdo, de eficiéncia e Melting mostrando a eficiéncia do primer RPL13a,

utilizado como controle endégeno

2.17 Ensaio de confocal — B-catenina

Apos sete dias de cultura, as CTHs cultivadas na presenca ou

auséncia de CXCL12 foram lavadas com PBS 1x, fixadas com paraformaldeido a 4% e

incubadas entre 2°C a 8°C por 30 minutos. As células foram centrifugadas em laminas

de vidro, utilizando a Citocentrifuga CT2000, rotacdo de 250g por 3 minutos. Apos

confeccdo da lamina a marcacao ocorreu com anticorpo primario de camundongo anti-

humano Beta-Catenina, (Clone: B-catenina-1, imundgeno: proteina de fuséo glutationa

S-transferase B-catenina C-terminal recombinante), no formato j& diluido (Dako —
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Dinamarca) (overnight a 37°C) e secundario de coelho anti-camundongo — FITC (1:200)
(Invitrogen, Carlsbad, CA) (2h a 37°C) apo6s 1 hora de bloqueio dos sitios inespecificos
com solugéo de PBS 1X contendo 1% de albumina humana e de permeabilizagdo com
solucdo de PBS 1X contendo Triton 0.04% por 10 minutos a temperatura ambiente. Foi
considerado controle negativo as células marcadas somente com anticorpo secundario
para certificar a auséncia de marcacoes inespecificas. O nucleo das células foi marcado
com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), as fluorescéncias foram analisadas em
microscopio confocal Zeiss LSM 710, e as imagens foram geradas e analisadas no

software Zeiss Zen 2.3 lite.

2.18 Padronizacédo do ensaio de silenciamento de mRNA e proteina (CXCL12)

2.18.1 Ensaio de transfeccdo em células-tronco mesenquimais humanas — siRNA

Para os ensaios de inibicdo da expressdao do mMRNA da quimiocina
CXCL12, utilizamos o RNA pequeno de silenciamento comercial (SIRNA CXCL12
ID8667), cujo a sequéncia de nucleotideos sense GGAGUACCUGGAGAAAGCULt e
antisense AGCUUUCUCCAGGUACUCCtg (Ambion Thermofisher®). As células-tronco
mesenquimais humanas entre as passagens 4 e 7 foram submetidos a transfeccéo
reversa com siRNA CXCL12 acima mencionado, bem como com um RNA pequeno de
silenciamento controle negativo comercial (Silencer® Negative Control 2 siRNA - Ambion
Thermofisher®) e somente com adicdo do agente de transfeccdo SiPORT® NeoFx™,
seguindo recomendacdes do fabricante. Neste tipo transfeccado (reversa) as células séo
homogeneizadas com o complexo de transfeccdo (SIRNA e agente de transfeccéo)

anteriormente adesao a placa (Figura 11).
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As células se encontravam em suspensdo no momento do
experimento, permitindo maior exposicdo ao complexo de
transfeccdo (agente de transfec¢cdo e acido nucleico).
Esse método contribui para a eficiéncia da transfeccgéo.
Fonte: Traduzido e adaptado de siPORT™
NeoFX™Transfection Agent. Waltham: Thermo Fisher
Scientific; 2011 [cited 2020 Sep 23]. Available from:
https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/cms_056634.pdf.

Figura 11. Esquema da transfecgéo reversa

Conforme sugestédo do kit, foi utilizada a concentragédo de 30nM de
siRNA no ensaio de transfeccao. Para o agente de transfeccdo, siPORT® NeoFx™,
foram testadas as concentracfes recomendadas pelo kit, em placas de 24 pocos, em
cada poco foi utilizado 1uL de siPORT® NeoFx™ para 25uL de opti-MEM observando a
morfologia e viabilidade celular. Também foram testadas concentragbes celulares
variaveis: 2x10% e 4x10* células em placa de 24 pocos. Além disso, para 0 mesmo kit
foram realizados testes de transfeccao direta (adicionando o complexo de transfeccéo
diretamente nas células aderidas) nas mesmas condi¢cdes de concentracdo de agente
de transfeccéo e células. A expressdo génica em 48 horas, 72 horas e 96 horas apés a
transfeccdo foi avaliada empregando-se a técnica de PCR em tempo real, o0s
procedimentos de extracdo de RNA e PCR estdo descritas nos itens 2.10 e 2.15,

respectivamente.


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_056634.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_056634.pdf
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2.18.2 Deteccao da quimiocina CXCL12

2.18.2.1 Citometria de Fluxo — Proteina intracelular

Para a deteccao intracelular da quimiocina CXCL-12/SDF-1 das
células-tronco mesenquimais apds o ensaio de silenciamento, foi empregada a técnica
de citometria de fluxo. Apds 72h, 96h e 120h horas do inicio da transfeccdo, as CTMs
controle, sem nenhum tipo de tratamento, as que foram transfectadas com siRNA-
CXCL12, siRNA controle negativo e, também tratadas somente com agente de
transfeccéo foram incubadas com 5uL de inibidor de transporte de proteina do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi (BD Golgi Plug — BD Biosciences, San Jose,
CA) por 12 horas. Apos este periodo de incubacéo, as células foram tripsinizadas e
ressuspendidas em 1mL, 200uL foram utilizados como controle negativo e o restante
seguiu para o processo de marcacao intracelular para quimiocina CXCL12, de acordo
com o protocolo de marcacéo intracelular de citocinas do fabricante. Brevemente, foi
adicionado 1mL de solugdo BD FACS™ Lysing (BD Biosciences, San Jose, CA) nas
células as quais foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e protegidas
da luz. Em seguida, as células foram lavadas com tampao T2, centrifugadas 5 minutos
a 500g e ressuspendidas em 1mL de solucdo FACS permeabilizante BD FACS™
Permeabilizing solution 2 (BD Biosciences, San Jose, CA), incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Apés o periodo de incubacdo, as células
foram lavadas com tamp&o T2 e novamente centrifugadas por 5 minutos a 500g. Apés a
permeabilizacdo, as células foram marcadas com anticorpo intracelular para detec¢éo
da quimiocina CXCL12 (APC-Clone 790, R&D Systems, Minneapolis, MN). ApoOs a
marcacao, as células foram lavadas com tampé&o T2 5 minutos a 5009 e ressuspendidas
em 200uL de tampé&o T2. Por fim, as células foram adquiridas em citdmetro de fluxo
FACS Fortessa — LSR Il (BD Biosciences, San Jose, CA). Os dados obtidos foram
analisados no software FLOWJO (TreeStar, Ashland, OR).

2.18.2.2 Ensaio de Imunoabsorc¢éo enziméatica — Proteina secretada

Para a deteccéo da quimiocina CXCL-12 no sobrenadante do cultivo
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das células-tronco mesenquimais apés 72h e 96h do ensaio de transfeccdo, foi
empregada o0 ensaio de Imunoabsorcdo enzimatica (ELISA — enzyme-linked
immunosorbent assay), para a qual foi utilizado o Kit Human CXCL-12/SDF1a (R&D
Systems, Minneapolis, MN). A técnica foi realizada com as amostras em duplicata da
seguinte maneira; foram adicionados a microplaca 100uL do diluente RD1-55, logo em
seguida adicionamos 100uL do sobrenadante do cultivo de células-tronco mesenquimais
controle, sem nenhum tipo de tratamento, as que foram transfectadas com siRNA-
CXCL12, siRNA controle negativo e tratadas somente com agente de transfeccdo. Em
seguida, foram incubadas por 2 horas temperatura ambiente sob agitacdo de 500rpm.
Apos o periodo de incubacéo, cada poco foi lavado 4 vezes com 400uL de Wash Buffer.
Posteriormente, foi acrescentado 200uL do conjugado de SDF-1 que permaneceu na
placa em agitacdo de 500rpm por 2 horas, o procedimento de lavagem foi repetido
novamente. Acrescentamos 200uL da solucéo de substrato em cada poco e incubamos
por 30 minutos em temperatura ambiente protegido de luz. Foi adicionado 50uL de
solucéo de parada de reacédo e a quantificacao foi realizada pela leitura da absorbancia
no leitor de ELISA Varioskan LUX (ThermoScientific).

2.18.3 Clonagem das sequéncias do RNA pequeno em grampo contra o transcrito

codificador de CXCL12 em vetor lentiviral

Utilizamos vetor lentiviral capaz de carregar as sequéncias de
oligonucleotideos que seréo integrados ao genoma das CTMs, tornando a expressao
dos shRNAs permanentes. Para tanto, os oligonucelotideos utilizados neste estudo
foram selecionados através das ferramentas online BLOCK-IT™ RNAi Designer
(Invitrogen, Carlsbad, CA) e siRNA Wizard™ (Invitrogen, Carlsbad, CA) (Tabela 5). Os
oligos foram sintetizados pela empresa Invitrogen e reconstiuidos para a concentracao
de 100pmol/uL.
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Tabela 5. Sequéncias dos oligonucleotideos correspondentes aos RNA pequeno em grampo (short
hairpin RNA) contra o transcrito codificador de CXCL12

Oligo Sequéncia5--> 3

SshRNA 1S TGGGAGTACCTGGAGAAAGCTTTCTCGAGAAAGCTTTCTCCAGGTACTCCCTTTTTT
SshRNA 1 A AAAAAAGGGAGTACCTGGAGAAAGCTTTCTCGAGAAAGCTTTCTCCAGGTACTCCCA
ShRNA 2 S TGGCATTGACCCGAAGCTAAAGTCTCGAGACTTTAGCTTCGGGTCAATGCCTTTTTT
ShRNA 2 A AAAAAAGGCATTGACCCGAAGCTAAAGTCTCGAGACTTTAGCTTCGGGTCAATGCCA
SshRNA 3 S TGGAGCCAACGTCAAGCATCTCACTCGAGTGAGATGCTTGACGTTGGCTCCTTTTTT
shRNA 3 A AAAAAAGGAGCCAACGTCAAGCATCTCACTCGAGTGAGATGCTTGACGTTGGCTCCA
shRNA 4 S TGGGCTGAAGAACAACAACAGACCTCGAGGTCTGTTGTTGTTCTTCAGCCCTTTTTT
ShRNA 4 A AAAAAAGGGCTGAAGAACAACAACAGACCTCGAGGTCTGTTGTTGTTCTTCAGCCCA
Controle S TGCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGCTTTTTT
Controle A AAAAAAGCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGCA

S: sense; A: antisense. Modificagdo em 5”: Inserido fosfato. Controle: sequéncia conhecida que nao
tem como alvo genes em humanos. Vermelho: sequéncia correspondente ao shRNA. Sublinhado:
sequéncia que forma o loop. Azul: sequéncia reversa complementar do shRNA seguida de um sinal de
término de transcricdo. Verde: pontas coesivas para a enzima Xhol.

2.18.4 Anelamento dos oligonucleotideos

Cada par de oligonucleotideos foi anelado em uma reacao de 50pL
contendo 10uL de oligonucleotideo sense 10uL de oligonucleotideo antisense e 5uL de
tampdo de anelamento (Tris pH7,9 400nM, NaCl 500nM e MgCl2 10nM). Apo6s o
anelamento, essa reacéo foi inicialmente incubada a 95°C por 5 minutos e, em seguida,
a temperatura foi diminuida de forma controlada, 0,5°C por minuto. Os oligonucleotideos
foram, entéo, precipitados utilizando 2 volumes de solucéo de etanol absoluto overnight
a -80°C. Apoés esse periodo, foram lavados com etanol 95%, ressuspensos com 100uL
de H20 livre de nuclease e quantificados por espectrofotometria utilizando o equipamento

Nanodrop (Thermofisher).

2.18.5 Digestéo do vetor pLL3.7

Para este estudo, utilizamos o vetor pLL3.7 (Figura 12) modificado,
onde o promotor U6 de camundongo original foi substituido pelo promotor U6 humano
(cordialmente cedido por Dra. Fernanda Mansur). O plasmideo foi digerido em uma
reacao de 50uL contendo 5uL de tampé&o CutSmart 10x (New England Biolabs — NEB),
1pL da enzima Xhol (Fermentas — Thermo Fisher Scientific), 1pL da enzima Hpal (New
England Biolabs - NEB).
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Fonte: Parijs, L. Addgene plasmid, [updated 2020; cited 2020 Sep

23]. Available from: https://www.addgene.org/11795/.
Figura 12. Mapa do plasmideo utilizado para clonagem dos shRNAs

2.18.6 Ligacdo do RNA pequeno em grampo (short hairpin RNA) ao plasmideo

Para a reacdo de ligacdo entre os shRNAs e o plasmideo, foram
adicionados 4uL de tampao de reacdo da DNA ligase 5x (Invitrogen, Carlsbad, CA),
1,8puL de vetor (100ng), 1,5uL de cada inserto (6ng), 1uL de T4 DNA ligase (Invitrogen,
Carlsbad, CA) e 11,7uL de H20 livre de nuclease. A reacao ocorreu no termociclador
Veriti (Thermofisher), overnight a 16°C. Para controle negativo da reacao, adicionamos

somente o plasmideo digerido e sem adi¢do de quaisquer shRNA.

2.18.7 Transformacéo da reacédo de ligacdo em bactérias calcio competentes

Em todas as transformacdes, foram utilizadas bactérias Escherichia
coli célcio competentes da linhagem StbI3TM (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para tanto,
aliquotas de 100uL de bactéria competente foram previamente descongeladas e
mantidas em gelo e a elas adicionados 10uL da reacdo de ligacdo. A transformacéo
ocorreu pelo método de choque térmico, onde as bactérias permaneceram no gelo por

30 minutos e, em seguida, incubadas a 42°C por 45s, sendo colocadas novamente no


https://www.addgene.org/11795/
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gelo por 1min. Logo apos transformadas, foi adicionado 1mL de meio LB sem antibioticos
e as células foram mantidas sob agitacédo (200rpm) a 37°C por uma hora. Em seguida, a
cultura foi plaqueada em placas com meio LB-agar contendo ampicilina (100ug/mL) e
incubadas a 37°C durante 16 horas para selecdo de colonias positivas. Nas
transformacdes realizadas, foi utilizado um controle de viabilidade da bactéria, através

da transformacdao paralela de um vetor fechado.

2.18.8 Confirmacgéo da clonagem por reacdo em cadeia da polimerase de colbnia

As ligacdes foram confirmadas por reacdes de PCR com utilizagéo de
oligonucleotideos especificos que anelam em regides adjacentes ao sitio de clonagem
dos shRNAs (Sequéncia Sense: CAGTGCAGGGGAAAG; Sequéncia Anti-sense:
CCGCTTAAGCTTGGAACCCT), sintetizados pela empresa Invitrogen.

Os produtos resultantes das amplificacdes foram avaliados por meio
de eletroforese em gel de agarose 1%. A eletroforese foi conduzida em cuba horizontal
a 100V em tampao TAE 1X, pelo tempo necessario para separacao das bandas. Os géis
foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados no equipamento ChemiDoc (BioRad).
As colonias positivas foram inoculadas em 5mL de meio LB contendo ampicilina e
incubadas por 16 horas a 37°C sob agitacdo (200rpm). A purificacdo do plasmideo foi
realizada com o kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Alemanha) conforme orientacGes

do fabricante seguindo o protocolo para uso em microcentrifuga.

2.18.9 Extracdo de DNA plasmidial — midiprep

Apés a confirmagcdo da clonagem, as colbnias positivas foram
inoculadas em 100mL de meio LB-liquido adicionado de ampicilina, incubadas sob
agitacdo constante a 37°C por 16h. Decorrido o periodo, foram centrifugadas a 6.000 x
g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado submetido a extracao
plasmidial com utilizacdo do kit Plasmid Midi Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com as
instrucbes do fabricante. O material extraido foi quantificado em aparelho de
especfotrometria Nanodrop (Thermo Scientific®) e armazenado a -20°C.
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2.18.10 Transfeccao das células HEK-293-T — Confeccao do lentivirus

O vetor pLL3.7 gerado contendo as sequéncias de shRNAs de
interesse foi transfectado em células da linhagem HEK- 293T, juntamente com o0s
plasmideos psPAX2 (contém os genes Gag, Pol, Rev e Tat) e VSV-G (contém a
sequéncia codificadora da glicoproteina G do envelope), para producao de lentivirus. Um
dia antes da transfeccéo, 3,5 x10° células foram plaqueadas em placas de 10cm. Duas
a quatro horas antes da transfeccdo, o meio das células foi substituido por 4mL de meio
DMEM completo. Para a transfecc¢éo, foram adicionados em um tubo 200uL de TE 0,1x
(ImM TrisHCI, 0,1 mM EDTA pH 8), 24,3uL de CaClz 2,5 M, 2,1ug do plasmideo VSV-
G, 3,5ug de plasmideo psPAX2 e, por fim, 2,5ug do plasmideo pLL3.7. Apés
homogeneizacdo desses reagentes, 200uL de HBS 2x (42mM Hepes, 274mM NaCl,
10mM KCI, 1,5mM Na2HPO4, 11mM sacarose, pH 7,2) foi adicionado gradualmente por
gotejamento. Ao final, a reacdo foi adicionada a placa contendo as células que foram
incubadas por 16 horas. No dia seguinte, o meio foi substituido por 10mL de meio Mc4.

ApOGs 48 horas, 0 sobrenadante da cultura de HEK-293T contendo
lentivirus foi coletado e filtrado para eliminacdo de células mortas e debris. O material foi
aliquotado e armazenado em freezer -80°C até o momento da utilizac&o.

Conforme ilustrado na figura 13, as particulas lentivirais sdo criadas
por cotransfeccdo de uma linhagem de células (Hek-293T) com o plasmideo de
transferéncia expressando shRNA juntamente com dois plasmideos auxiliares de
empacotamento que codificam as proteinas estruturais e de envelope (psPAX2 e VSV-
G). As células empacotadoras produzem particulas infecciosas, cujo genoma codifica
apenas sequéncias do plasmideo de transferéncia, que podem ser usadas para

transduzir as células-alvo, neste caso células-tronco mesenquimais humanas.
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shRNA

\SV-G PAX2

1. Transfecgéo por célcio

2. Coleta das particulas virais %
3. Transdugéo nas células alvo
Células-tronco mesenquimais

Fonte: Traduzido e adapatado de O’Keefe PE. Nucleic acid delivery: lentiviral
and retroviral vectors. Mater methods. 2013;3:174.
Figura 13. Confeccéo do vetor lentiviral

Células Hek-293T

2.18.11 Ensaio de infeccéo por lentivirus em células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais humanas entre as passagens 4 e 6
foram submetidas a infeccao por lentivirus contendo as sequéncias de shRNA controle.
Assim como nos ensaios com siRNA, as células foram infectadas ainda em suspenséo,
ou seja, as células foram misturadas com o virus enquanto aderiam a placa.

Em cada poco de uma placa de 6 pocos, foi utilizado 1mL de virus e
5x10% de células na presenca de 8ug/mL de polibrene. Vinte e quatro horas apés a
infeccdo, o meio foi substituido pelo meio Mc4. O sucesso da transducao foi avaliado
conforme a niumero de células que expressaram a proteina GFP. Para tanto, cerca de
10.000 eventos foram analisados no equipamento Attune Nxt (Thermofisher), quanto a
positividade das células para a proteina verde fluorescente GFP e utilizamos o Attune™
NxT Software v3.1.2 para realizar as analises. As analises das imagens de contraste de
fase e a fluorescéncia foram realizadas em microscépio confocal Zeiss LSM 710,

analisadas no software Zeiss Zen 2.3 lite e quantificadas no software ImageJ 1.53a.
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2.19 Coleta de Medula 6ssea — Murinos

Os procedimentos experimentais utilizando os camundongos da
linhagem Rosa26/mTmG (background genético CD-1; Jackson Laboratories, JAX) foram
aprovados pelo Comité de ética de Uso Animal (CEUA), e de acordo com os Principios
éticos em Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Foram utilizados 14 camundongos entre machos e
fémeas, com 4-60 semanas de idade, sendo separados em grupos de jovens com até 24
semanas e grupos mais velhos entre 56 e 60 semanas. Em todos os experimentos 0s
camundongos foram avaliados diariamente quanto ao seu estado de saude, aqueles que
demonstraram desconforto, incbmodo, apatia ou outros problemas relacionados aos
procedimentos experimentais eram eutanasiados para evitar sofrimento. O procedimento
para retirada do material 6sseo/medular, realizado no Centro de Experimentacdo e
Treinamento em Cirurgia, € feito apdés anestesia geral dos animais via inalacdo de
Isoflurano (Attane — Bayer Nova Zelandia) seguida de eutanasia por deslocamento
cervical. O material coletado € acondicionado em solucdo de salina fisiol6gica sob gelo,
até o isolamento das células pelo flush medular, onde os ossos fémures e tibias dos
camundongos sao lavadas pela insercdo de uma seringa na cavidade 0ssea, lavados

como meio Mc5, conforme procedimento ilustrado abaixo (Figura 14).
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Torvec.

(A) Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical (B) Tibias e fémures foram
dissecados; musculos, ligamentos e tendGes foram removidos (C) Ossos foram transferidos para uma
placa de cultura estéril (D) Os ossos foram lavados duas vezes para remover as impurezas, com alcool
70% e PBS 1x estéril, as duas extremidades logo abaixo do final da cavidade medular foram excisado
com bisturi. (E) Uma agulha foi inserida na cavidade 6ssea e usada para lavar lentamente a medula
com o meio DMEM suplementado. (F) As cavidades 6sseas foram lavadas até os ossos empalidecerem
e toda a medula 6ssea fosse retirada.

Figura 14. llustra¢gBes do procedimento de coleta de células da medula 6ssea de camundongos

2.20 Cultivo das células-tronco mesenquimais murinas

As CTMs de camundongos foram isoladas de acordo com a
metodologia descrita por Nadri et al.12®) Resumidamente, apds o procedimento de flush
citado acima, por meio do qual a MO é removida da cavidade éssea usando meio de
cultura Mc5, as células séo retiradas das placas e incubadas em garrafas de 25cm? a
5% de CO2 e 37°C. As células ndo aderentes sdo removidas 24 horas depois, pela
substituicio do meio de cultura. As primeiras células fusiformes aparecem
aproximadamente no terceiro dia e, em seguida, a cultura se torna mais confluente e
atinge 70% a 90% de confluéncia entre 2 e 4 dias. ApGs atingirem a confluéncia, as
células foram lavadas com PBS 1x e descoladas da placa com 2,5mL de tripsina a 0,25%
com EDTA 1x (Gibco, Carlsbad, CA) por até no maximo 3 minutos a 37°C, depois a
tripsina foi neutralizada com 7,5mL de meio Mc5. Entéo, as células foram transferidas
para um tubo Falcon de 15mL, centrifugadas a 500g por 5 minutos. Apos centrifugacao,
as células foram ressuspendidas e dependendo da concentracdo, uma parte das células
foram congeladas e outra parte novamente em cultura com garrafas de 25cm? ou 75cm?
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com a aproximadamente 1x10*de células/cm?. As passagens foram realizadas em média

entre 4 e 6 dias e as células foram armazenadas a - 80°C para experimentos futuros.

2.21 Caracterizagdo imunofenotipica de células-tronco hematopoéticas — Murinos

A caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco hematopoéticas
murinas foi realizada por citometria de fluxo, os anticorpos monoclonais utilizados foram:
Lineage (CD3e, CD11b, CD45R, TER-119, Ly-6G e Ly-6C) - APC, Sca-1 PE-Cy7 (clone:
D7) e CD117 PE (clone: 2B8) (BD Pharmingen, San Diego, CA). Além disso, foram
utilizadas células ndo marcadas para controle de fluorescéncia.

Aposs o procedimento de flush citado acima, onde a MO é removida
da cavidade Ossea utilizando 1mL de meio de cultura Mc5, utilizamos 200uL de cada
camundongo para quantificagdo. As células foram marcadas com anticorpos
monoclonais de interesse acima citados, incubadas em temperatura ambiente protegidas
da luz por 30 minutos. Apos esse periodo, as células foram lavadas com T2,
centrifugadas a 500g, por 5 minutos a 22°C, ressuspendidas em 100uL de solucdo
tampéo T2 e adquiridas em citdmetro de fluxo FACS Fortessa — LSR 1l (BD Biosciences,
San Jose, CA). Os dados obtidos foram analisados no software FLOWJO (TreeStar,
Ashland, OR).

2.22 Padronizacéao do transplante de células-tronco mesenquimais — murinos

A padronizagdo do transplante de células-tronco mesenquimais
murinas iniciou-se com a injecdo de corante azul de metileno dentro do fémur dos
camundongos para certificarmos que todo volume seria injetado na cavidade medular
dos animais. Além disso, foram testadas quantidades variadas de corante, 20uL, 30uL e
50uL, assim como o método cirlrgico e a anestesia. Para este procedimento, os
camundongos foram anestesiados em cone nasal com isofluorano 2,8% (Attane — Bayer
Nova Zelandia). Apés confirmar a analgesia com teste de pingamento da cauda e das
falanges, a regido do joelho foi tricotomizada e realizada antissepsia com alcool 70°.
Posteriormente, a articulagdo do joelho foi flexionada ao maximo e uma agulha foi

introduzida na epifise do fémur. O corante foi injetado na cavidade medular, os animais
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foram eutanasiados por deslocamento cervical e os fémures dissecados para
observacéo da coloracéo (Figura 15).

ApGs a padronizacdo com o corante, foram realizados testes para a
padronizacdo do transplante com as CTMs de camundongos da linhagem
Rosa26/mTmG (Tomate*) (background genético CD-1; Jackson Laboratories, JAX)
previamente coletadas e expandidas em cultura conforme descrito no capitulo 2.20. O
objetivo desta padronizagao foi garantir que as CTMs sejam inseridas e visualizadas na
MO do fémur do camundongo receptor wild type (background C57BL/6) Tomate'.

Para tanto, os camundongos foram anestesiados em cone nasal com
isofluorano 2,8% (Attane — Bayer Nova Zelandia) e, apds confirmar a analgesia com teste
de pincamento da cauda e das falanges, a regiao do joelho foi tricotomizada e realizado
antissepsia com alcool 70°, 1x10® CTMs dos camundongos Ro0sa26/mTmG,
ressuspendidas em 20uL de PBS, foram transplantadas por via intrafemoral, com auxilio
de uma agulha 0,8mm de calibre 30G (BD ultrafina), anexa a uma seringa de 0,3mL, foi
introduzida na epifise dos fémures. Em um dos fémures foi injetada a suspensao celular
e, para controle, no outro fémur foram injetados 20uL de PBS. Logo em seguida, cada
animal recebeu analgésico opioide (tramadol, 40mg/kg) via subcutanea a cada 12 horas,

durante 3 dias.

(A) Os fémures foram dissecados para visualizacdo do teste de injecdo do corante
azul de metileno. A esquerda observa-se o fémur que foi injetado corante, a direita
0 0ss0 em que houve injecao de PBS. (B) llustracédo da agulha introduzida na epifise
do fémur, acessando a medula 6ssea para injecéo das CTMs.

Figura 15. llustracdes do teste com injecdo do corante na medula e do
procedimento de injecao das células-tronco mesenquimais na medula dssea
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2.23 Citometria de fluxo para avaliacdo datécnica de transplante de células-tronco

mesenquimais — camundongos Rosa26/mTmG

Para a avaliagdo da técnica de transplante de CTMs Tomate* de
camundongos Rosa26/mTmG inseridas na MO femoral de camundongos (background
C57BL/6). Os camundongos foram anestesiados em camara de inducao com isofluorano
4%, sacrificados por deslocamento cervical, os fémures dissecados e as medulas 0sseas
isoladas por flush, conforme descrito no item 2.19.

Para avaliar o mosaicismo de CTMs do camundongo selvagem com
as células do camundongo Rosa26/mTmG, apoés o flush da medula, as hemacias foram
lisadas com tampéo de lise (BD FACS lysing solution 1x - BD FACS™), logo em seguida,
quantificadas no citbmetro de fluxo Attune Nxt (Thermofisher). Cerca de 10.000 eventos
foram analisados no laser amarelo (YL1) quanto a positividade das células para o
fluorocromo Tomate. Para as andlises e ajuste dos parametros do citbmetro foram
utilizadas CTMs Tomate* provindas do camundongo selvagem receptor e CTMs com
fluorescéncia provenientes do camundongo doador Rosa26/mTmG (Tomate®).
Utilizamos o Attune™ NXT Software v3.1.2 para realizar as analises.

2.24 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad
Prisma verséo 6.02 de 2013. Foi utilizado o teste t de Student para comparacgéo entre 2
grupos e o teste de Wilcoxon ou Mann-Whitney foram utilizados para distribuicdo nao
normal das amostras. O teste ANOVA (One-way Anova) foi utilizado para comparacdes
de mais de 2 grupos com correcao de Dunnett. O resultado das analises foi considerado

significativo quando apresentaram resultados de p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizagado de células-tronco mesenquimais da medula éssea

As CTMs foram obtidas a partir de MO de individuos saudaveis. As
células foram isoladas de filtros descartaveis utilizados na coleta de MO de doadores
para transplante. Para confirmar se as células isoladas eram realmente CTMs,
realizamos os testes requeridos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT
— International Society for Cellular Therapy), a caracterizacdo imunofenotipica como
mostrado na figura 16A e a capacidade de diferenciacdo em trés linhagens de origem
mesodérmica (osteoblasto, condrocitos e adipdcitos) como mostrado na figura 16 (B-D).

Todas as CTMs utilizadas neste estudo preencheram estes requisitos.

Controle Diferenciagao
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Imunofenotipagem — (A) Estratégia de sele¢do, o gate inicial foi realizado segundo tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC). Histogramas selecionados a partir do gate inicial mostram células sem
marcacao — controle (cinza) e as células marcadas (vermelho), sendo a expressao menor que 1% para
0s marcadores CD14, CD31, CD34, CD45, CD106 e HLA-DR e acima de 98% para CD29, CD44, CD73,
CD90 e CD105. Diferenciagcao em 3 linhagens (B) Diferenciacédo para adipécitos marcam em vermelho
(oil red) para inclusdes lipidicas intracelulares; (C) Diferenciacdo para condrdcitos marcam em azul
(toluidine-blue) para presenca de proteoglicanos; (D) Diferenciagdo para osteoblastos marcam em
vermelho (alizarin red) para depdsitos de calcio.

Figura 16. Caracterizagdo do perfil das células mesenquimais
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3.2 Caracterizacdo de células-tronco hematopoéticas de sangue de cordéao
umbilical

As CTHs foram obtidas a partir de SCU, as células foram isoladas
através de selecdo positiva de CD34. Para verificar o perfil das células isoladas,
realizamos citometria de fluxo utilizando o protocolo ISHAGE,(121:122.127) como mostrado

na figura 17. Em geral as selecées CD34 tiveram uma pureza superior a 80%.
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As células foram selecionadas inicialmente por tamanho e granulosidade (SSC versus FSC),
em seguida as células CD45* foram selecionadas para delimitar a populagcdo total de
leucécitos, apls a selecdo CD45 os leucécitos que expressaram marcadores de linhagem
(diferenciados) foram excluidos a partir da selecdo somente de células Lin negativas e depois
a populagdo de células CD34* foi selecionada. A partir do “gate” de células CD34*, as
subpopulag8es de células CD34* foram caracterizadas pela expressdo do marcador CD38.

Figura 17. Perfil de expressdo fenotipica de células-tronco hematopoéticas isoladas de
sangue de cordao umbilical apds selegdo CD34

3.3 Tratamento in vitro com CXCL12 aumenta o numero de células-tronco
hematopoéticas indiferenciadas (CD34+CD38-)

Nosso grupo demonstrou, anteriormente, que ha diminuicdo na

secrecdo de CXCL12 pelas células-tronco mesenquimais de individuos idosos (>60
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anos) e o cocultivo dessas células-tronco mesenquimais senescentes influenciaram um
perfil mais diferenciado nas CTHSs.118 Uma vez que CXCL12 é uma importante molécula
encontrada no nicho medular e secretada também pelas células-tronco
mesenquimais,1>7%7") avaliamos o papel da quimiocina CXCL12 nas células-tronco
hematopoéticas.

Para tanto, isolamos células-tronco hematopoéticas provenientes de
SCU de quatro doacgdes e as cultivamos durante 3 e 7 dias com CXCL12. Apés o cultivo,
identificamos as subpopulacdes de CTHSs, identificadas pela expressao dos marcadores
CD45, Lineage, CD34 e CD38 cuja estratégia de “gate” esta representada na figura 17.
As subpopulacdes das células CD34* CD38" representam células mais precursoras,
enquanto que as subpopulacbes CD34* CD38* representam progenitores
hematopoéticos mais diferenciados, portanto, que podem estar comprometidos com
alguma linhagem.

As quantificacdes foram realizadas por citometria de fluxo no dia 0
(ndo ilustrado), imediatamente ap0s a separacdo magnética por coluna de afinidade e,
apo6s 3 e 7 dias de cultivo com ou sem tratamento de CXCL12, sendo que as CTHs sem
tratamento foram consideradas o grupo controle.

A percentagem de células entre o grupo controle e grupo tratado com
CXCL12, nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao dia 3 de cultivo nos
fenotipos de progenitores hematopoético CD34* CD38* e CD34* CD38'. Entretanto, no
dia 7 de cultivo houve aumento significativo na percentagem de células com perfil mais
indiferenciado CD34* CD38- que receberam tratamento de CXCL12 (valor-p 0,03, Figura
18A) e diminuicdo na percentagem das células mais diferencias CD34+ CD38+ que
receberam tratamento de CXCL12 (valor-p 0,01, Figura 18B). Portanto, sugerimos que a
presenca de CXCL12 tenha uma fungédo importante na “repopulagdo” dos progenitores
hematopoéticos, podendo assim, contribuir para manutengdo do estoque de células-

tronco hematopoéticas mais progenitoras no nicho medular.
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Células-tronco hematopoéticas provenientes de sangue de corddo umbilical foram mantidas em cultura
por 0, 3 ou 7 dias, na presenca ou auséncia (CTRL) de CXCL12 e posteriormente avaliadas por citometria
de fluxo. (A) Percentagem de CTHs (CD34*CD38*) nos dias 3 e 7 de cultivo, (B) Percentagem de CTHs
(CD34*CD38") nos dias 3 e 7 de cultivo. Os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados
representados por média + DP e considerados significativos quando p<0,05 (ANOVA). CTRL: cultivo de
CTHs sem CXCL12; CXCL12: cultivo de CTHs com tratamento de CXCL12. n=4.

Figura 18. CXCL12 induz aumento no numero absoluto de células-tronco hematopoéticas indiferenciadas
CD34+CD38:

3.4 Células-tronco hematopoéticas cultivadas com CXCL12 apresentam declinio

na expressao de genes relacionados a diferenciacao de linhagem hematopoética

Ainda buscando esclarecer o impacto da quimiocina CXCL12 nas
células-tronco hematopoéticas (CD34*), no mesmo experimento citado na figura acima,
as CTHs obtidas de SCU de quatro doadoras foram mantidas em cultura e apds sete
dias com e sem tratamento de CXCL12, o RNA total foi extraido, o cDNA foi transcrito e
analisado por PCR em Tempo Real. Os genes de diferenciacdo de linhagem
hematopoética PU.1 (Figura 19A), GATA 2 (Figura 19B), GATA3 (Figura 19C) e IKZF1
(Figura 19D) foram normalizados pelos genes GAPDH e RPL13a, expressos como
namero de vezes em relagdo ao controle, demonstrados no grafico como expresséo
relativa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e estdo representados por
meédia de expressdo. Os genes PU.1 (valor-p 0,0001 Figura 19.A), GATA2 (valor-p
0,0015 Figura 19B) e IKZF1 (valor-p 0,0010 Figura 19D) tiveram diminuig&o significativa
em suas expressbes nas CTHs cultivadas com a quimiocina CXCL12 quando
comparados ao controle. Os fatores PU.1 e GATA2 estdo associados a diferenciacao
mieloide,(#049.128.129) enquanto IKZF1 e GATAS3 estdo relacionados a diferenciacéo

linfoide.(130-134)  Perante os resultados de andlise do perfil génico expresso e,



55

corroborando os resultados de fenétipo (Figura 18), podemos reforcar que a quimiociona
CXCL12 pode prevenir a diferenciacdo das células-tronco hematopoéticas in vitro, uma
vez que induz a diminuicdo da expressao de fatores de transcricdo envolvidos no
comprometimento dessas células com a diferenciacdo para as linhagens

hematopoéticas.
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CTHs foram mantidas em cultura por 7 dias na presenca ou auséncia (CTRL) de CXCL12. ApoOs
esse periodo, avaliamos por RT-qPCR a expresséo dos genes (A) PU.1, (B) GATA2, (C) GATA3
e (D) IKZF1, normalizada pelos genes GAPDH e RPL13a, expressos como humero de vezes em
relagdo ao controle (expresséo relativa). Os experimentos foram realizados em ftriplicata, os
resultados representados por média + DP e considerados significativos quando p<0,05 (Teste t).
CTRL: cultivo de CTHs sem CXCL12; CXCL12: cultivo de CTHs com tratamento de CXCL12.
n=4.

Figura 19. Tratamento com CXCL12 induz reducdo na expressao génica dos fatores de
transcricdo ligados a diferenciagcdo de linhagem hematopoética nas células-tronco
hematopoéticas

3.5 Presenca de CXCL12 aumenta a expressao génica de fatores de transcricéo

relacionados a autorrenovacgéao celular nas células-tronco hematopoéticas in vitro

Com o foco no envolvimento do CXCL12 na manutencdo da

autorrenovacgdo e para dar continuidade a investigacdo das fungbes desta quimiocina
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nas células-tronco hematopoéticas, foram realizados ensaios de expressao génica dos
fatores de transcricdo relacionados a multipoténcia. O RNA total das células foi extraido
apos sete dias de cultura com ou sem CXCL12, o cDNA transcrito e o perfil génico
analisado por qPCR. Os genes de multipoténcia KLF4 (Figura 20A), NANOG (Figura
20B), POU5SF1 (Figura 20C), SOX2 (Figura 20D), HOXB4 (Figura 20E) e NOTCH1
(Figura 20F) foram normalizados pelos genes GAPDH e RPL13a, expressos como
namero de vezes em relagdo ao controle, plotados no grafico como expresséo relativa.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e estdo representados por média de
expressdo. Com excecdo do POU5SF1, HOXB4 e NOTCHL1 (Figuras 20C, E e F), os
outros fatores de transcri¢cdo, KLF4 (valor-p 0,0358 Figura 20A), NANOG (valor-p 0,0153
Figura 20B), SOX2 (valor-p 0,0078 Figura 20D) apresentaram aumento significativo na
expressao génica nas células cultivadas na presenca de CXCL12. Deste modo, nossos
dados confirmam a participacdo desta quimiocina na preservacdo e manutencdo do
estado indiferenciado das células-tronco hematopoética por meio do aumento da

expressao génica de fatores de transcrigao relacionados a esta fungéo.
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CTHs foram cultivadas por 7 dias na presenca ou auséncia (CTRL) de CXCL12. Apls esse
periodo, avaliamos por RT-qPCR a expressdo dos genes de multipoténcia (A), KLF4, (B)
NANOG, (C) POU5F1 e (D) SOX2. (E) HOXB4 (F) NOTCH1. Os dados foram normalizados
pelos genes GAPDH e RPL13a, expressos como numero de vezes em relagdo ao controle
(expressédo relativa). Os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados
representados por média + DP e considerados significativos quando p<0,05 (Teste t). CTRL:
cultivo de CTHs sem CXCL12; CXCL12: cultivo de CTHs com tratamento de CXCL12. n=4.
Figura 20. Expressdo dos genes relacionadas a multipoténcia nas células-tronco
hematopoéticas com e sem tratamento de CXCL12
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3.6 CXCL12 contribui para o aumento da expressdo proteica da proteina Beta-

catenina nas células-tronco hematopoéticas

As proteinas envolvidas na via Wnt sdo secretadas pelas células
mesenquimais presentes no nicho medular®29135.136) atyando funcionalmente nas
células-tronco hematopoéticas. A ativacao da proteina Beta-catenina esta relacionada a
via canodnica desta sinalizacdo. Com o proposito de avaliar o papel da quimiocina
CXCL12 na expressédo da Beta-catenina analisamos a expressdo génica e proteica
dessa proteina nas células-tronco hematopoéticas na presenca ou auséncia de CXCL12,
contudo, ndo observamos diferenca significativa na expressédo génica de Beta-catenina
entre os grupos de células avaliados (Figura 21A).

Quanto a expressao proteica da Beta-catenina nas mesmas células,
verificamos através do ensaio de microscopia confocal, que as células-tronco
hematopoéticas (CD34%) cultivadas com CXCL12 (Figura 21C e 21E) por 7 dias
apresentam mais células, sendo 6% células marcadas no controle e, com tratamento de
CXCL12 foram 23% células marcadas por campo expressando beta-catenina (Figura
21B e 21D).

Em nossos experimentos, apesar de observamos resultados variaveis
na expressao génica de Beta-catenina entre as amostras, ndo houve diferenca estatistica
entre células-tronco hematopoéticas com ou sem tratamento de CXCL12 (Figura 21A).
Embora a andlise proteica tenha apresentado aumento na marcacédo para Beta-catenina
nas CTHs que receberam tratamento de CXCL12 (Figura 21C a 21F).
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No sétimo dia de cultura, com e sem tratamento de CXCL12, o RNA total foi extraido das CTHSs, a
expressédo génica foi analisada por RT-gPCR e expresséo proteica analisada por microscopia confocal.
(A) A expressdo génica da proteina Beta-catenina, foi normalizada pelos genes GAPDH e RPL13a,
expressos como nimero de vezes em relagdo ao controle (fold-change), realizado em triplicata e
resultados representados por média + DP. (B) Esquema ilustrativo simplificado da via canbnica de
sinalizagao da proteina B-catenina, demonstrando a ligacdo do anticorpo anti-B-cateninal e secundério
FITC utilizado durante a andlise de confocal. (C, D, E e F) CTHs marcadas com anti-B-catenina e DAPI,
controle e tratamento de CXCL12 em campo escuro — aumento de 10x. (D, E) e campo claro — aumento
de 40x. CTRL: cultivo de CTHs sem CXCL12; CXCL12: cultivo de CTHs com tratamento de CXCL12.
n=4.

Figura 21. Expressao génica e proteica da proteina Beta-catenina nas células-tronco hematopoéticas
apos tratamento com CXCL12

3.7 Silenciamento de CXCL12

3.7.1 Avaliacdo da citotoxicidade no ensaio de transfeccdo em células-tronco

mesenquimais

Para estabelecer o protocolo e condi¢cfes ideais para 0os ensaios de
transfeccdo, avaliamos a citotoxicidade do agente de transfec¢cdo. Avaliou-se o
procedimento de transfec¢cdo com CTMs, segundo descrigdo no item 2.18. O grau de
citotoxidade foi calculado a partir da razdo entre o valor de Ct do gene utilizado como
gene de referéncia, o RPL13a, das amostras transfectadas com o controle negativo, das
amostras nao transfectadas, das amostras expostas somente ao agente de transfeccao
e das amostras transfectadas com siRNA CXCL12 (Ct Neg #1 + Ct nao transfectado/ou
Ct amostras transfectadas = fator de citotoxicidade). Os valores calculados, mostraram-

se proximos a 1 para todas as condi¢Oes avaliadas, indicando baixa citotoxicidade do
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ensaio.

Em relacdo a avaliacdo da eficiéncia, a mesma foi calculada em
funcdo da porcentagem de inibicdo do gene alvo. A avaliacdo da expressdo do gene
CXCL12 apd6s inibicdo da expressdo génica foi validada em células-tronco
mesenquimais, o fator de citotoxicidade foi sempre baixo. Nado foram observadas
alteracdes na morfologia das células transfectadas, assim como na viabilidade celular e

também nao houve diferenca entre a formacao de debris durante o ensaio de citometria.

3.7.2 Avaliagédo da eficiéncia no ensaio de transfecgdo — siRNA

O ensaio de transfecgéo teve como objetivo a inibicdo da expressao
do RNA mensageiro da quimiocina CXCL12. Para tal ensaio, utiizamos um inibidor
sintético dessa molécula, que sdo fitas simples de acidos nucleicos desenhados
especificamente para se ligar e inibir moléculas de RNAs mensageiros enddgenos. O
silenciamento do CXCL12 foi realizado utilizando siRNA e a eficiéncia do silenciamento
e sua duracao foram analisadas por PCR em tempo real, citometria para deteccdo de
CXCL12 intracelular (ndo secretado) e ensaio de ELISA para detectar a secre¢cao do
CXCL12.

Observamos que a porcentagem de expressao génica remanescente
do CXCL12 apés dois dias do silenciamento foi em média de 26% em relacéo ao controle
negativo, sendo muito préximo do recomendavel pelo fabricante que é de 25%,
entretanto, no terceiro dia apos transfeccao a expressao remanescente de CXCL12 subiu
para 77% (Figura 22).

Quando verificamos a proteina CXCL12 intracelular, ndo observamos
inibicdo significativa da CXCL12 quando comparada ao controle sem tratamento ou com
o tratamento de lipofectamina ou siRNA para CXCL12, os dias 3, 4 e 5 ap6s transfeccéo
das células. Quando observamos a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da
CXCL12, verificamos uma tendéncia de reducdo de expressdo nos dias 3 e 4, mas
aumento compensatorio no dia 5 apoés transfecgéo (Figura 23B).

Para verificar a secrecdo de CXCL12, realizamos o ensaio de ELISA
para mensurar a concentragdo desta quimiocina no sobrenadante das células em cultura

por 3 e 4 dias. Porém, novamente ndo observamos inibi¢cao significativa na secre¢éo da
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quimiocina CXCL12 quando comparada ao siRNA controle ou com o tratamento de
siPORT® NeoFx™ (Figura 24).

150 -
Il CTM + siRNA (CTR)
CTM + siPORT® NeoFx™
100 - aa B CTM + siRNA (CXCL12)

50+
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Expressao génica remanescente - CXCL12 (%)

Apos o silenciamento da quimiocina CXCL12 com siRNA observamos expressdo génica remanescente
de 26% em relagdo ao controle, 51% de expressdo génica remanescente no dia 3. Os dados foram
normalizados pelos genes RPL13a, expressos como numero de vezes em rela¢do ao controle x 100.
Os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados representados pela média entre as
replicatas técnicas.

Figura 22. Expressédo génica remanescente de CXCL12 ap6s silenciamento com siRNA
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Nos dias 3, 4 e 5 de cultura das células ap6s silenciamento do CXCL12 com siRNA
nao observamos diferenca significativa de expresséo proteica intracelular entre o
controle, as células tratadas somente com agente de transfeccao e as tratadas com
SiRNA para CXCL12 (A) graficos de citometria nos dias 3, 4 e 5 com sobreposicao
da expressao do CXCL12 (B) grafico representativo do MFI nas condi¢es controle,
tratamento com agente de transfec¢cdo apenas e com siRNA para CXCL12.
Figura 23. Expresséo intracelular de CXCL12 apds o silenciamento com siRNA
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Nos dias 3 e 4 de cultura das células apos silenciamento do CXCL12 com siRNA ndo observamos
diferenca significativa de expresséo proteica secretada entre o controle, as células tratadas somente
com agente de transfeccédo siPORT® NeoFx™ e as tratadas com siRNA para CXCL12. Os experimentos
foram realizados em duplicata, os resultados estéo representados pela média.
Figura 24. Expressdo de CXCL12 secretado apés o silenciamento com siRNA

3.7.3 Transfeccdo versus transducdo em células-tronco mesenquimais

Atualmente, duas abordagens basicas sao usadas para entrega de
material genético nas células: transfeccéo, utilizada primeiramente neste estudo para
siRNA, e infeccdo de células com virus. A transfeccdo € geralmente realizada por
produtos quimicos ou métodos fisicos (como por exemplo siPORT® NeoFx™, utilizado
neste trabalho), através da qual a entrega do material de interesse as células é mais
simples, mas geralmente é de baixa eficiéncia, especialmente para CTMs.(37) Por outro
lado, a infeccdo viral envolve infectar células-alvo com um virus utilizando-o como
ferramenta para entregar o material genético de interesse, se mostrando uma alternativa
muito eficiente.!3) Nas duas técnicas é possivel que DNA do plasmideo seja
transfectado e utilizando um constructo de plasmideo contendo um promotor padrdo de
citomegalovirus que dirige a expresséo da proteina, € possivel visualizar o sucesso da
transfecgao.

Portanto, devido ao resultado transitorio do silenciamento do mRNA-
CXCL12 utilizando siRNA, iniciamos outra estratégia utilizando a transfeccdo de
plasmideos contendo shRNA, com o objetivo do silenciamento duradouro ou
permanente. Conforme representado na figura 12 no item 2.18.5 da metodologia, o vetor

pLL3.7 possui duas repeticBes terminais longas (LTRs), um sitio de clonagem para a
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insercao das sequencias shRNA logo depois do promotor U6 humano, o gene codificador

da proteina GFP sob controle do promotor CMV (citomegalovirus).

3.7.4 Digestédo do plasmideo e analise dos clones

O primeiro passo foi digerir o plasmideo pLL3.7 com as enzimas Hpal
e Xhol, o objetivo desta reacédo € tornar o plasmideo linear e permitir a insercao das
sequéncias de interesses. Uma aliquota da reacdo foi analisada em gel de agarose,
juntamente com o plasmideo ndo-digerido como controle (Figura 25). Podemos observar
na figura 25 que a reagéo ocorreu de forma satisfatéria, no poco 1 o plasmideo encontra-
se na forma fechada ou enovelada, por isso, podemos visualizar mais de uma banda,
devido aos diferentes niveis de enovelamento da molécula. J4 no pogo 2, a molécula
encontra-se linear, sendo assim, avanca menos na eletroforese pois dessa forma aberta

tende-se a enganchar nas redes da agarose.

&

)

X

Marcador de peso molecular 1kb plus
(Invitrogen, Carlsbad, CA), kb = quilobases; 1 -
plasmideo pLL3.7 ndo-digerido. 2 - plasmideo
pLL3.7 digerido com as enzimas Hpal e Xhol.
Figura 25. Perfil eletroforético do plasmideo
pLL3.7 apos digestao

Apbs a digestdo do vetor, seguimos para insercéo das sequéncias de
shRNA nos plasmideos, como descrito no item 2.18.6. A reacdo de ligacdo foi
empregada para transformar bactérias e a analise dos clones foi realizada através de

PCR de colb6nia, os plasmideos dos clones positivos foram purificados e analisados por
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PCR para confirmacdo das clonagens. A técnica de PCR permitiu a amplificacdo dos
fragmentos de interesse, ou seja, evidenciar a presenca da banda de tamanho
aproximadamente 560pb quando houve ligag&o correta entre o vetor e 0 ShRNA-CXCL12
e também para o controle (vetor vazio) com aproximadamente 532pb (Figura 26).

A figura abaixo exemplifica alguns dos clones que a ligacdo entre
vetor (plasmideo) e inserto (shRNA) ocorreu de forma satisfatoria e dentro do esperado
(clones 2, 3, 4, 5 e 10). Entretanto, podemos observar também que alguns clones nédo
houve ligacdo do vetor ao shRNA de interesse ou ocorreu a formagédo de produtos
inespecificos (1, 6,7, 8,9, 11, 12 e 13).

AplOs esta avaliacdo, seguimos somente com o0s clones que

identificamos que a ligacdo do shRNA ao plasmideo ocorreu.

123456 789 C101112B13 M

——— 500 pb

C: Controle do vetor vazio; M: Marcador 1 Kb (Invitrogen, Carlsbad, CA); 2, 3,
4, 5 e 10 sédo exemplos de clones em que houve ligagdo entre inserto e
plasmideo; 1, 6, 7, 8, 9, 11, 12 e 13 sdo exemplos de clones em que nao
ocorreu a insercdo do inserto ao plasmideo; B: Branco, adicionado agua a
reacdo de PCR. Gel agarose 1%.

Figura 26. Andlise dos clones ap0s amplificacdo por reacdo em cadeia da
polimerase

3.7.5 O agente de transfeccdo siPORT® NeoFx™ nao foi eficiente para transfecgao

de plasmideo

Apbs a andlise dos clones, iniciamos a padronizacdo da transfec¢éo
do plasmideo contendo shRNA controle em células-tronco mesenquimais utilizando

SiPORT® NeoFx™, os resultados foram avaliados conforme a porcentagem de células
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expressando a proteina GFP. As transfeccdes foram realizadas utilizando diferentes
guantidades de DNA do plasmideo (250ug - Figura 27A, 500ug — Figura 27B e 100ug —
Figura 27C), sempre avaliando as caracteristicas de vaibilidade celular, testamos até a
concentracdo maxima de agente de transfeccdo, e 0 maximo de numero de células
transfectadas obtidas ficou proximo a 10%, a quantificacdo da expressdo da proteina

GFP foi realizada no software ImageJ.

(A) Microscopia de fluorescéncia em aumento de 25x, expressdo de GFP
nas células transfectadas com 250ug de DNA plasmidial, (B) 500ug de
DNA plasmidial e (C) 1000ug de DNA plasmidial. (D) Células
transfectadas com 500ug de DNA plasmidial, analise de sobreposicao
entre expressao de GFP e contraste de fase - aumento de 100x.

Figura 27. Fotografia das células-tronco mesenquimais transfectadas com
vetor pLL3.7 utilizando siPORT® NeoFx™

3.7.6 Producéao dos vetores virais nas células HEK-293T

Devido a baixa eficiéncia na transfec¢édo dos plasmideos, iniciamos a
padronizacdo da infec¢do por lentivirus. O lentivirus € um virus de RNA fita dupla capaz
de transduzir tanto células quiescentes quanto em divisdo, integram seu genoma vetorial
no genoma do hospedeiro, garantindo a expressdo de longo prazo dos
transgenes.(138.139)

No presente estudo, as particulas lentivirais foram criadas por

cotransfeccdo de uma linhagem de células Hek-293T com o plasmideo de transferéncia
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expressando shRNA juntamente a dois plasmideos auxiliares de empacotamento que
codificam as proteinas estruturais e de envelope (PAX2 e VSV-G). As células
empacotadoras produzem particulas infecciosas, cujo genoma codifica apenas
sequéncias do plasmideo de transferéncia, que foram transduzidas em células-tronco
mesenquimais humanas.

Apoés 24 horas de infecgéo, avaliamos a transducéo nas células Hek-
293T, primeiramente as células foram analisadas em relagdo as carateristicas
morfolégicas por microscopia em contraste de fase, enquanto que a andlise da
expressdo do gene repoérter GFP foi observada por microscopia de fluorescéncia, e por
fim, realizamos a sobreposicéo entre a fluorescénica e contraste de fase, a quantificacédo
da expresséo da proteina GFP foi realizada no software ImageJ (Figura 28A, 28B e 28C).

Os resultados desta anélise demonstraram que nao houve alteracao
da morfologia das células HEK-293T. A expressao da proteina GFP mostrou-se de forma
homogénea. Os resultados da quantificacdo demonstraram que aproximadamente 100%
das células expressaram GFP. Apos 48 horas, os virus foram coletados e seguimos para
a padronizacgéo da infeccdo em CTMs.

(A) Morfologia das células HEK-293T em contraste de fase. (B) Expressdo de GFP nas células HEK-293T,
microscopia de fluorescéncia. (C) Analise de sobreposicao entre expressdo de GFP e contraste de fase.
Figura 28. Fotografias das células HEK-293T apés 24 de infec¢éo por lentivirus contendo o plasmideo —
shRNA controle

3.7.7 A eficiéncia da infecc¢ao por lentivirus em células-tronco mesenquimais foi

acima de 94%

Apés a producdo dos vetores lentivirais em células de
empacotamento (Hek-293T), as particulas infecciosas, foram introduzidas em células-
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tronco mesenquimais humanas.

Na infeccdo com lentivirus, os trabalhos relatam o uso de polibrene
para facilitar a entrada do virus nas CTMs,(140140)porém, também existem relatos que isto
pode retardar a proliferacéo celular e induzir senescéncia.(42.143)

Portanto, iniciamos realizando alguns testes em paralelo, infeccéo
com e sem adicao de polibrene, células aderidas ou em suspenséo e concentracao de
células. O teste sem adi¢cdo de polibrene, ndo houve nenhum ou pouco sinal de
transducéo.

Realizamos os testes com o polibrene conforme a literatura sugere
(8ug/mL),(140.141) “inicialmente por um periodo de 72 horas, os resultados foram
satisfatorios, com uma boa taxa de células que expressaram a protéina GFP (dados nao
ilustrados).

Para definir a concentracdo celular, inicialmente utilizamos
aproximadamente 10.500 células/cm?, mas notamos que o nimero de células infectadas
ndo era satisfatorio, entdo reduzimos para aproximadamente 5.200 células/cm? e nesta
concentracéo a porcentagem de CTMs expressando GFP sempre ficou acima de 90%.

Em relacéo ao teste das células aderidas ou em suspensao, notamos
gue a confluéncia celular foi extremamente relevante e, em alguns testes, o periodo de
24 horas em que as células aderem a placa, a confluéncia foi alterada, prejudicando a
relacdo entre células e virus, portanto, optamos em realizar os ensaios com as células
em suspensao.

Entretanto, notamos que o periodo de 72 horas em exposi¢cdo ao
prolibrene prejudicaram a capacidade de proliferacéo celular. Portanto, realizamos testes
com periodos de 16, 24, 48 horas, com exce¢ao de 16 horas, em todos os casos as
CTMs expressaram de forma satisfatéria a proteina GFP (acima de 90%), porém, acima
de 24 horas as células perdem a capacidade de proliferacdo. Sendo assim, os resultados
obtidos em CTMs indicam que o melhor periodo de infec¢do por lentivirus com adigéo
de polibrene € de 24 horas.

Desta forma, as células foram analisadas em relacéo as carateristicas
morfoldgicas por microscopia em contraste de fase ap0s 24 horas de transfecc¢do,
enquanto a analise da expressao do gene reporter GFP foi observada por microscopia
de fluorescéncia, e por fim, realizamos a sobreposicao entre a fluorescénica e o contraste
de fase, a quantificacdo da expressdo da proteina GFP foi realizada por citometria de

fluxo e por imagem (Figuras 29A - F).
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Os resultados desta analise demonstraram que ndo houve alteracao
da morfologia das células-tronco mesenquimais (Figura 29A - D) e ap0s quantificacao,
observamos que a porcentagem de células infectadas estavam acima 94% (Figura 29E
e 29F).
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(A) Morfologia das CTMs infectadas em contraste de fase. (B) Expressdo de GFP nas
CTMs infectadas, microscopia de fluorescéncia. (C) Andlise de sobreposicdo entre
expressdo de GFP e contraste de fase. (D) Analise da morfologia por microscopia de
fluorescéncia em CTM expressando GFP. (E,F) Andlise por tamanho de granulosidade,
andlise dos eventos duplos e graficos de pontos e histogramas mostrando a expressédo de
CTMs GFP+ (E) controle negativo, CTMs ndo infectadas (F) CTMs infectadas por lentivirus
contendo plasmideo (shRNA controle). CTMs: células-tronco mesenquimais, GFP: green
fluorescence protein.

Figura 29. Fotografias das células-tronco mesenquimais infectadas por lentivirus e
graficos da citometria de fluxo para quantificacdo de células GFP+

3.8 Camundongos jovens possuem mais células-tronco hematopoéticas

indiferenciadas quando comparados a camundongos idosos

A caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco hematopoéticas
murinas foi realizada por citometria de fluxo logo apos o flush medular, os anticorpos
monoclonais utilizados foram: Lineage (CD3e, CD11b, CD45R, TER-119, Ly-6G e Ly-
6C) - APC, Sca- PE-Cy7 , CD34 FITC e CD117-PE. Observamos que os camundongos

jovens  expressam  significativamente  mais  células-tronco  hematopoéticas
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indiferenciadas LSK (Lin-Ckit+Sca-1+) do que animais idosos. A percentagem de células
LSK entre o grupo de camundongos jovens e grupo de camundongos idosos apresentou
diferenca significativa (valor-p 0,0153, Figura 30C), sugerindo que as populacdes de
células-tronco hematopoéticas mais progenitoras diminuem com o envelhecimento.

Nossa hipdtese é que estas alteracdes podem ser causadas por mudancas no nicho
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Células da MO de camundongos jovens e idosos foram isoladas e imunofenotipadas por
citometria de fluxo quanto a auséncia de expressao de Lineage (CD3e, CD11b, CD45R,
TER-119, Ly-6G e Ly-6C) - APC, e presenca de expressao de Sca- PE-Cy7 , CD34 FITC
e CD117-PE. Graficos de pontos e histogramas mostrando a expressao de células Lin-
Ckit+Sca-1+ na medula éssea de (A) animais jovens (B) animais idosos. (C) Diferenca
significativa na percentagem de células Lin-Ckit+Scal+ em animais jovens comparadas
aos animais idosos (n=3).

Figura 30. Analise de células Lin-Ckit+Scal+ em camundongos jovens e idosos
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3.9 Avaliacdo da técnica de transplante de células-tronco mesenquimais -

camundongos Rosa26/mTmG (Tomate*)

Para avaliar o transplante das CTMs — camundongos Rosa26/mTmG
na MO dos camundongos selvagens Tomate-, inoculamos PBS no fémur esquerdo, como
controle (Figura 31A), e 1x10® de CTMs Tomate* no fémur direito de camundongo
C57BL/6 (Figura 31B).

Apés 3 horas do transplante, o camundongo foi sacrificado, os
fémures isolados e as células das medulas 6sseas obtidas por meio de flush, seguindo
de avaliacdo do mosaicismo das células fluorescentes vermelhas (Tomate*)
transplantadas no camundongo selvagem. Utilizando a técnica de citometria de fluxo, as
células foram avaliadas em relacdo a tamanho e granulosidade, posteriormente, por
estratégia de gate, os eventos duplos foram excluidos e, por fim, a expressdo da
fluorescéncia da proteina vermelha tomate foi verificada nas células.

Podemos observar nos resultados da figura baixo, a presenca das
CTMs Rosa26/mTmG na frequéncia de 0,246% somente no fémur em que as CTMs
foram transplantadas. Este experimento piloto, portanto, nos assegura que o transplante

das células foi realizado com eficiéncia.
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Figura 31. Citometria de fluxo, avaliagdo da técnica de transplante de células-tronco
mesenquimais murinas
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4 DISCUSSAO

Compreender as altera¢des que ocorrem no nicho das células-tronco
hematopoéticas € um passo importante para perspectivas mais adequadas de
aplicacoes terapéuticas. Sabe-se que as CTMs residem na MO e séo consideradas parte
do nicho das CTHSs, portanto, sdo células importantes na manutencdo da homeostase
dos nichos medulares. Nesse estudo, o foco principal foi a quimiocina CXCL12 produzida
pelas CTMs e seu papel no processo de autorrenovacao e diferenciacdo das células-
tronco hematopoéticas.

Devido ao numero limitado de células hematopoéticas sua expansao
in vitro é particularmente relevante para ampliar suas aplicacdes terapéuticas, entretanto,
a cultura de CTHs in vitro é frequentemente acompanhada por sua diferenciagéo.
Considerando que o nicho hematopoético permite que as CTHs se autorrenovem, o
desenvolvimento de plataformas de cultura celular capazes de imitar um microambiente
do tipo nicho hematopoético poderia contribuir para manter a funcionalidade da CTH
cultivado in vitro e ampliar o entendimento da interagéo entre CTHs e CTMs.

De fato, o conceito de nicho de CTHs foi proposto pela primeira vez
por Schofield no final dos anos 1970® e estudos de imagem descrevem a localizac&o da
CTH dentro do nicho medular sugerem que sua associa¢cdo com o nicho é a chave para
manter o seu estado quiescente.¥ Embora os mecanismos envolvidos entre CTMs e
CTHs nao sejam totalmente compreendidos, a secrecdo de fatores sollveis, como por
exemplo, SCF e a quimiocina CXCL12 parecem estar envolvidos na autorrenovacao de
CTHS.(4‘64’70’74’77’144’145)

Nos organismos multicelulares, a diferenciacdo celular ¢é
frequentemente precedida pela divisdo celular, este €& certamente o caso da
hematopoese, onde a diferenciacéo das CTHs ocorre apds a ativacéo do ciclo celular,46)
entretanto, quais os sinais levam as CTHs a se autorrenovar ou que promovem a sua
diferenciacdo ainda permanece pouco compreendido.®4”)

Alguns autores postulam que nichos distintos na MO regulam destinos
diferentes para a CTH. Tamplin et al. através de um repérter transgénico especifico de
CTHs em peixe-zebra, realizou imagens de alta resolugdo e demonstrou interacdes
importantes entre CTHs e seu nicho. Quando as CTHs chegam ao nicho perivascular,

um grupo de células endoteliais se remodelam para formar um ambiente semelhante a
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um bolso, as células endoteliais envolvem uma unica CTH ligada a uma anica célula
estromal. A imagem mostrou que o estroma ancora as CTHs e orientam suas divisdes e
expansdes na idade adulta, demonstrando evidéncias para interagcdes dinamicas no
nicho.(48)

As analises do nosso estudo se basearam em estudos anteriores de
analise de transcriptoma que indicaram que genes associados a especificacdo de
linhagem mieloide, bem como genes associados a malignidades mieloides eram
expressos em CTHs durante o processo de envelhecimento.(104.106,107,149)

O conhecimento sobre os varios aspectos do envelhecimento de
CTHs sao obtidos por estudos em modelos murinos de envelhecimento e que em grande
parte ainda ndo foi validado em seres humanos. Recentemente, Hennrich et al.
realizaram analises do proteoma de CTHs humanas, e demonstraram que marcadores
de linhagem linfoide, tais como CD10, IKZF1 (familia ikaros) e o fator EBF1 (Early B-Cell
Factor 1) também diminuem com o avanco da idade. 59

Anteriormente também foi demonstrado por nosso grupo,1® que a
secrecdo de CXCL12 pelas células estromais envelhecidas esta dimuida e € um ponto
relevante envolvendo mudancas no nicho de CTHs. Recentemente, mudancas
relacionadas ao envelhecimento em camundongos também foi associada a diminuicao
da expresséo de CXCL12, SCF e Jagged.19)

Em etapa prévia a este projeto, foi analisada a localizacdo das CTHs
nos poc¢os de cultura e o quanto as CTMs influenciavam a manutencao e os parametros
fenotipicos de CTHs. Observou-se que as CTHs estavam em duas localiza¢6es distintas,
em suspensao no sobrenadante (S) ou aderidas (A) a superficie das CTMs no poco de
cultura. As que estavam aderidas apresentavam fenotipo mais imaturo, sugerindo que a
manutengdo das CTHs em estado mais indiferenciado é dependente de contato com as
CTMs.(118)

Estes resultados estdo de acordo com os dados reportados nos
trabalhos de Alakel et al. e Jing et al., os quais sugerem a influéncia do contato célula-
célula no perfil mais imaturo das CTHs.(151.152) Entretanto, para realizacdo da extracdo
do RNA foi utilizado somente a fracdo de CTHs que estavam no sobrenadante, o que
pode explicar a maior expressao para os genes relacionados a diferenciacao.

Ainda na etapa anterior a este projeto, durante a analise dos
parametros fenotipicos das CTHs, os ensaios de cocultivo de CTHs com CTMs

realizados de diferentes faixas etarias, foram observadas diferencgas significativas apos
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sete dias de cultivo nas CTHs da fracéo A, quando cultivadas com CTMs mais jovens (0-
20 anos), devido a maior percentagem de células Lin- CD34* nesta fracdo, no grupo de
21-40 anos a percentagem de células progenitoras primitivas e intermediarias foi maior
tanto na fracdo S quanto na A. Sugerindo que CTHs em contado com CTMs de doadores
mais jovens sao mantidas com fendtipo mais indiferenciado, nos grupos 41-60 anos e >
61 anos nao foram observadas diferencas significativas.®18)

Na etapa atual deste projeto, a expressdo génica foi avaliada em
CTHs previamente cocultivadas com CTMs de individuos que variaram entre 22 e 48
anos, e o cocultivo nos permitiu avaliar e corroborar dados anteriores do grupo sobre o
papel das CTMs sobre as CTHs. Neste contesto, além do aumento na expressédo dos
genes relacionados a diferenciagéo de linhagens hematopoéticas (Apéndice 1, Figura 1),
as analises de expressao génica nas CTHs para fatores de transcricdo associados a
autorrenovagao mostrou que apos sete dias de cocultivo ocorreu queda significativa na
expressado do fator de transcricdo POUSF1 (valor-p <0,0001), em contrapartida, houve
aumento significativo na expressado génica de KLF4 (valor-p 0,0037) apés sete e doze
dias (valor-p 0,0459) de cocultivo com células-tronco mesenquimais. O fator de
transcricdo KLF4 foi descrito no processo de autorrenovacao e pluripoténcia e pode estar
envolvido na diferenciacdo das CTHs para a linhagem mieloide, pois este fator de
transcricdo também esta envolvido no mecanismo de diferenciagcdo mieloide, este
achado esta de acordo com Kurotaki et al.(42153)

Observamos também gque apos sete dias de cocultivo, houve aumento
significativo na expressédo génica da proteina [(B-catenina (valor-p 0,0166) nas CTHS,
proteina envolvida na vida de sinalizagdo Wnt candnico® embora o papel da via Wnt na
manutencdo de CTH permaneca nao resolvido. Novos estudos com células estromais
perivasculares no nicho medular humano devem ser desenvolvidos para auxiliar o
esclarecimento do papel da Wnt no nicho. Todavia, um estudo em camundongos
demonstrou que baixos niveis de sinalizagdo favoreceram a via Wnt canénica, levando
a manutencédo de um fenoétipo imaturo e aumento da capacidade de repopulacéo de CTH,
em oposicdo a niveis moderados e altos de sinalizagcdo de Wnt, que prejudicou a
capacidade de repopulacdo das CTHs.(% Quando ocorre a perda completa da
sinalizacdo de Wnt ocorre diminuicdo de autorrenovacio,® demonstrando que CTHs séo
altamente sensiveis aos niveis de Wnt, o que deve ser considerado quando se pensar

em uma potencial traducéo clinica.
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Zhou utilizando uma plataforma de cocultura usando transwell, avaliou
as interacOes paracrinas de células mononucleares da MO humana com células-tronco
mesenquimais e, demonstrou efeitos paracrinos entre essas células através de fatores
soluveis, tais como a via da Wnt. Neste estudo a expressao génica de células
hematopoéticas humanas e CTMs revelaram as convergéncias e divergéncias na
expressao génica relacionada a Wnt, os dados mostraram que Wntl, 4, 6, 7a e 10a sdo
predominantemente expressas apenas em células monocucleares, ja Wnt 2, 7b, 5a e 5b
sao principalmente expressas em CTMs; e as Wnt 3, 10b, 11, 13 e 14, sdo expressas
em ambos. As células mononucleares expressam inibidores de Wnt e secretaram o
peptideo relacionado a Frizzled (sFRP) -3 e -5.(15% Sendo assim, corroborando 0s nossos
dados, estes resultados ressaltam a participacdo da via Wnt na comunicacao entre esses
dois grupos de células.

Portanto, o cultivo de CTHs em presenca das CTMs mostrou contribuir
para 0 aumento da expressdo génica de fatores de transcricdo relacionados a
diferenciacdo para varias linhagens hematopoéticas, assim como para aumento na
expressdo da proteina [B-catenina. Entretanto, em contrapartida diminuiu, ou nao
contribuiu para a maioria dos genes relacionados a pluripoténcia analisados.

Acreditamos que estes genes possam ser estimulados pelo
secretoma durante a funcdo paracrina das células-tronco mesenquimais, mas também
por contato célula-célula, uma vez que o cocultivo foi realizado por contato direto, ou
seja, sem nenhum tipo de separacao entre os dois tipos de células.

Diante disto, podemos refletir também sobre as limitacdes do cocultivo
2-D, uma vez que o comportamento de CTHs ndo é modulado apenas por um coquetel
especifico de citocinas, mas também por uma arquitetura 3-D fornecida pelo ambiente
celular presente na MO. De fato existe a importancia de um microambiente de cocultivo
CTH/CTM 3-D para modular a atividade do CTH.(151.156) Alguns estudos tém hipotetizado
que a cultura de CTM como esferdides 3-D poderia contribuir para mimetizar interagées
do nicho da MO.(57:158) porém, Futrega et al., demonstraram que baixas concentracdes
exogenas de citocinas em cocultura 2D ou 3D de CTM melhorou modestamente os
resultados gerais de expansdo de células hematopoéticas e células CD34*, em
contraste, um aumento substancial no rendimento de células CD34* CD38" foi observado
em culturas, independentemente da presenca de CTMs.(%8) Enquanto culturas com
CTMs estdo surgindo como abordagens alternativas, as principais mudancas nas

caracteristicas celulares durante a formacdo de esferoides 3D permanecem incertas.
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Recentemente, foi demonstrado que estimulo mediado por miRNA em CTMs 2D foi
suficiente para imitar a atividade aprimorada de nicho de esferoides de CTMs 3D.(159)
Portanto, apesar do amplo uso de CTMs para suporte paracrino em ensaios clinicos, sua
atividade de suporte é varidvel e heterogénea e apresenta grandes desafios.

Sendo assim, considerando que varios mecanismos foram estudados
em algumas poucas populacdes celulares que constituem a MO, a compreensdo dos
papéis dos mecanismos intrinsecos versus extrinsecos das CTHs no nicho medular,
permanece incompleta. Hennrich et al., publicaram mecanismos moleculares envolvidos
no envelhecimento das CTHs humanas, bem como de outras populacfes de células do
nicho medular, realizaram uma analise proteémica quantitativa abrangente das CTHs e
seu nicho em uma grande coorte de individuos de diferentes faixas etarias, seus
resultados mostraram que CXCL12, molécula adesao de células vasculares 1 VCAM1
(vascular cell adhesion molecule-1) e fibronectina (FN1), diminuiram em CTMs de
idosos,%9  corroborando resultados anteriores do nosso grupo que também
demonstraram a diminuigdo da quimiocina CXCL12 no perfil secretorio de células-tronco
mesenquimais em individuos acima de 60 anos.(®18)

Portanto, para investigar qual a participacdo da quimiocina CXCL12
no perfil das CTHSs, realizamos a expanséo in vitro das CTHs com e sem tratamento de
CXCL12. O percentual de CTHs foi comparado entre o grupo controle e grupo tratado
com CXCL12, e houve aumento significativo na quantidade de células com perfil mais
indiferenciado CD34* CD38  que receberam o tratamento de CXCL12 durante 7 dias
(valor-p 0,0303). Embora o subtipo CD34*D38" defina populacdes primitivas na MO e no
sangue do corddo umbilical, existem diferencas funcionais dependendo da origem das
células. As células do sangue do corddo umbilical CD34* CD38" mostraram maior
eficiéncia de clonagem, proliferacdo mais rapida em resposta ao de estimulo de citocinas
e maior niimero de clones do que a MO.(160-163)

McKenzie et al. demonstraram gque a expressdo de antigeno CD38
nao é continuo na hierarquia hematopoética, mas tem uma alta taxa de expressao em
interacdes célula-célula, as células CD34* CD38" possuem a capacidade de repopulacao
celular e producéo de progenitores de curto termo.*64 Portanto, podemos sugerir que a
presenca de CXCL12 tenha uma fung&o importante na “repopulagado” dos progenitores
hematopoéticos, podendo assim, contribuir para manutencdo do estoque de células-

tronco hematopoéticas mais progenitoras no nicho medular.
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Seguindo na busca por esclarecer o impacto da quimiocina CXCL12
nas células-tronco hematopoéticas CD34*, apOs sete dias de cultivo com e sem
tratamento de CXCL12, foi analisado a expressédo génica dos genes dos fatores de
transcricdo ligados a diferenciacéo de linhagem hematopoética, a expressao génica de
PU.1 (valor-p 0,0001), GATA2 (valor-p 0,0015) e IKZF1 (valor-p 0,0010) tiveram
diminuicao significativa em suas expressdes nas CTHs cultivadas com a quimiocina
CXCL12 quando comparados ao controle. Os fatores PU.1 e GATAZ2 estao associados
a diferenciacdo mieloide,#049128.129) enquanto que IKZF1 (lkaros) e GATA3 estdo
relacionados a diferenciacdo linfoide.13%-139 Com excec¢do do POUS5SF, HOXB4 e
NOTCH1, os outros fatores de transcricdo ligados a autorrenovacédo, KLF4 (valor-p
0,0358), NANOG (valor-p 0,0153), SOX2 (valor-p 0,0078) tiveram aumento significativo
de expresséo génica nas células cultivadas na presenca de CXCL12.

Corroborando nossos dados de expressao génica, onde os fatores de
transcricdo de especificacdo de linhagem interagem entre si e inclusive com fatores de
transcricdo relacionados a fase embrionéria, Goode et al., investigaram o processo da
via de desenvolvimento nos estagios sequenciais entre células-tronco embrionérias e
especificacdo hematopoiética. Eles analisaram a expressao génica, acessibilidade da
cromatina, modificacdo de histonas, e FTs, os dados revelaram a regulacdo dos
elementos que dirigem a expresséo diferencial de genes e também o mecanismo de
ligacdo ao FT. Neste trabalho eles realizaram a diferenciacéo in vitro de células-tronco
embrionarias de camundongos até macréfagos, mapeando os estagios de diferenciacao
através de um gene reporter GFP e marcadores proteicos de superficie. Para capturar
padrdes de expressao dindmica em toda via de desenvolvimento eles correlacionaram
essas mudancas com alteracdes na estrutura da cromatina e ligacéo de FT, identificaram
31 principais grupos de expresséo, representando diferentes categorias de ontologia
genética.(165)

Os resultados de Goode et al. criaram a proposta de que promotores
equilibrados de genes reguladores chaves sdo mantidos até o inicio do desenvolvimento,
mas mudam de estados equilibrado para estados ativo ou reprimido, a ligacédo precoce
de LMO2 e TAL1 ¢é altamente significativa em elementos reguladores nos
hemangioblastos (HB), endotélio hemogénico (HE) e nos progenitores hematopoéticos
(HPs), a ligacdo de PU.1 mostra sobreposicdo significativa nos progenitores
hematopoéticos, além disso, os resultados demonstraram também que PU.1 pode

regular as principais regides especificas para macréfagos ja no inicio dos progenitores
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multipotentes, dando peso a descoberta de que é capaz de interagir com a cromatina. (165~
169)

Os resultados de Goode et al., demonstraram também que nas
células-tronco embrionarias, todos os FTs de pluripoténcia participam de um ambiente
altamente conectado, principalmente Nanog, POU5F1 e SOX2 e, ainda nesta fase ligam-
se a loci para FTs hematopoéticos, incluindo Elk4, Gata2, Lmo2, Meisl, Runxl e Tall,
que exibem cromatina aberta ou pronta para seus promotores, mas também vinculam
Gfilb, Gatal e Spil, cujos promotores estdao organizados em cromatina fechada ou
reprimida.(%% Ainda no trabalho de 2016, Goode et al. mostram que desde o estagio do
HB, varios genes reguladores hematopoéticos também sao regulados, incluindo Tall e
Lmo2, que exibem auto-regulacéo e co-regulam multiplos genes, o estagio HP mostra a
expressdo mais alta para muitos dos principais FTs hematopoéticos, com eventos de
ligacdo complexos e combinatorios, inclusive mostram interagcdo com um dos fatores de
pluripoténcia, como o SOX2, regulando-o e mantendo sua expressao reprimida. Os
resultados demonstram ainda que SOX2 pode sofrer intervencdo dos FTs
hematopoéticos.(16% Portanto, esses dados corroboram nossos achados, onde o
estimulo com a quimiocina CXCL12 diminuiu a expressao de PU.1 (valor-p 0,0001) e ao
mesmo tempo aumento a expressdo de SOX2 (valor-p 0,0078), com indicios de que
ocorra interacdo entre a regulacdo desses genes. Entretanto, a complexidade dos
mecanismos moleculares, e o perfil de expresséo especifico de cada tipo de célula e os
mecanismos dessa progressdo dindmica permanecem em grande parte obscuros.
Devido a falta de informacdes mais abrangentes sobre a ligacdo do TF e a dinamica da
cromatina, de como eles interagem e como ocorre o controle transcricional e se ha
participacédo de sinalizacdo extrinseca como da CXCL12, néo é possivel concluir que
seja este 0 mecanismo identificado nos NOSSoOs experimentos.

Diante dos resultados do perfil de expressdo génica e com 0s
resultados do fenétipo das CTHs, podemos afirmar que a CXCL12 pode prevenir a
diferenciacdo das CTHs in vitro, uma vez que diminui a expressdo de fatores de
transcricdo de linhagens hematopoéticas e aumenta a expressao dos fatores de
transcricdo ligados a pluripoténcia nestas células. Corroborando dados da literatura,
onde CTHs de camundongos cultivadas in vitro na presengca de CXCL12 tornaram-se
mais quiescentes.(®®9) Deve-se notar que os estudos in vitro sobre a quiescéncia de
CTHs séo dificeis de interpretar, considerando diferencas entre microambiente da MO e

as culturas in vitro.47
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Outro estudo demonstrou in vivo, demonstrou que a células estromais
CXCL12+ podem orientar o plano de divisdo das CTHSs, fornecendo um sinal de
polarizacdo e, que a maioria das divisdes tinham uma orientacdo distinta: uma célula
filha permaneceu proxima a célula estromal e a outra célula filha ficava deslocada para
longe da nicho, esses resultados sugerem que células estromais que secretam CXCL12
contribuem para o controle da divisdo assimétrica. (148

Recentemente, Lee et al. mostraram novamente o envolvimento da
CXCL12 no processo de envelhecimento, relataram que as CTMs provenientes de MO
de camundongos em fase neonatal expressaram niveis mais altos de CXCL-12 e
Jagged-1, em relacdo a CTMs de MO adultas, corroborando nossos dados. Este estudo
também demostrou que camundongos tratados com inibidores de CXCL-12 e Jagged-1
(AMD3100 e DAPT, respectivamente) causaram diminuicdo significativa dos
progenitores hematopoéticos na MO, e a inibicdo de Jagged-1 diminuiu autorrenovacao
in vitro das células progenitoras®® o que estd de acordo com observacdes
anteriores.’9 Lee et al., concluiram com esses resultados que o microambiente
neonatal da MO pode ser composto por maior diversidade de subtipos CTM primitivas
gue expressam moléculas de sinalizacdo que podem suportar melhor a autorrenovacao
de CTHs quando comparadas com CTMs derivadas de MO adulta.®1°)

Com base na literatura, nés também apoiamos a ideia de que existam
subpopulacdes de células-tronco mesenquimais que contribuam de forma diferente para
o nicho das células-tronco hematopoéticas, sendo assim, realizamos testes para
padronizar e verificar marcadores de CTMs que primeiramente caracterize
subpopulacdes e que contribuam com moléculas de sinalizagdo, mais especificamente
a quimiocina CXCL12. Inicialmente tentamos isolar através a técnica de sorting
subpopulacdes de CTMs que a literatura descreve como importantes para a secre¢cédo no
nicho medular de quimiocina CXCL12, como por exemplo, o marcador NG2.(577)
Entretanto, apds inUmeras tentativas ndo obtivemos sucesso, apds a separacao celular,
as células durante o cultivo voltavam a apresentar o perfil inicial. (Apéndice 4 e 5, Figuras
4 eb5).

Sendo assim, mudamos nossa abordagem técnica e seguimos para a
técnica de silenciamento génico utilizando RNA siRNA, o objetivo final € avaliar a curva
de diferenciacédo de CTHs ap0s o cocultivo com CTMs submetidas ao tratamento com
SiRNA-CXCL12, para observamos a funcdo da quimiocina CXCL12 especificamente

secretada por CTMs. Durante a padronizagdo da técnica, foi observado queda da
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expressao génica remanescente em 2 dias ap0s o silenciamento, seguido também de
queda da expresséao proteica intracelular em 3 dias ap0s o silenciamento. Entretanto o
silenciamento com siRNA-CXCL12 nao foi suficiente para diminuir significativamente a
expressao proteica secretada ou intracelular da quimiocina CXCL12, além disso, apos
esse periodo apresentou aumento compensatorio de expressao génica e proteica.

Portanto, observamos que o silenciamento por siRNA mostrou-se
transitério e insuficiente para o nosso objetivo, sendo assim, partimos para outra técnica
de silenciamento que nos possibilita um silenciamento mais duradouro ou permanente.
Dessa forma, iniciamos a padronizacdo de transducdo com lentivirus para o
silenciamento do mRNA da quimiocina CXCL12 utilizando shRNA.

A literatura relata muitos desafios e diversos trabalhos mostrando a
dificuldade de otimizacdo das técnicas de transfeccdo e transducdo das
CTMs,(187.139.140,171-174) gpnesar do efeito de silenciamento muito transitério do siRNA, o
agente de transfeccdo siPORT® NeoFx™ e a técnica de transfeccdo reversa mostrou
eficiéncia na entrega do siRNA e ndo causou danos as células.

Em relacdo ao silenciamento utilizando plasmideo (shRNA), também
encontramos desafios; 1- o reagente de transfeccdo siPORT® NeoFx™ ndo foi eficiente
neste caso, entdo decidimos seguir para infeccdo com lentivirus; 2- uso de polibrene,
trabalhos relatam o uso de polibrene para facilitar a entrada do virus nas CTMs,(140.141)
porém, também existem relatos que isto pode retardar a proliferacdo celular e pode
induzir senescéncia,#2143) o primeiro teste sem polibrene ndo houve nenhum ou pouco
sinal de transducdo, os testes com o polibrene conforme a literatura sugere
(8ug/mL)140.141) e a exposicdo por 24 horas trouxeram resultados satisfatdrios, mas
acima deste periodo as células diminuem a capacidade de proliferacdo; 3- padronizacéo
da concentracéo de células, notamos que a confluéncia celular no momento da infeccao
€ um processo critico, por isso, a concentragdo de células deve ser proxima a 5.200
células/cm? e para ndo comprometermos a confluéncia, optamos realizar a infeccdo com
as células em suspenséo.

Dessa forma, utilizando um constructo de plasmideo contendo um
shRNA controle e promotor padrdo de citomegalovirus que dirige a expressao da
proteina GFP, o resultado obtido até o presente momento para transdu¢cdo em CTMs
humanas é de 94%, acima do que foi relatado em alguns estudos,37.171.175) portanto, o

préximo passo € iniciar os testes de padronizacéo do silenciamento.
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Neste interim, iniciamos os estudos em camundongos, foi coletado a
MO de 14 camundongos entre machos e fémeas, com 4-60 semanas de idade, sendo
separados em grupos de jovens com até 24 semanas e grupos mais velhos entre 56 e
60 semanas. Avaliamos a imunofenotipagem de CTHs entre esses dois grupos, a
percentagem de células LSK entre o grupo de camundongos jovens e grupo de
camundongos idosos, mostrou que 0s camundongos jovens tém maior numero de
células indiferenciadas quando comparados aos idosos. Altera¢cdes funcionais que
ocorrem nas CTHs com o avanco da idade foram comumente atribuidas ao
envelhecimento celular. De acordo com este modelo, as propriedades funcionais de
CTHs diminuem gradualmente como resultado de um acumulo de dano celular, como o
acumulo de lesGes no DNA176-178) oy desregulacdo epigenética.(17180) Contudo, a
identificacdo de populagdes de CTHSs intrinsecamente influenciados por linhagem@8b
sugeriu um modelo diferente no qual a composi¢cdo clonal do estoque de CTHs de
camundongos idosos seja funcionalmente equivalente a seus pares, principalmente pelo
aumento relativo da linhagem mieloide dominante.(182-184)

Embora esses modelos ndo sejam mutuamente exclusivos,
determinar seu respectivo significado € um passo vital para um entendimento completo
dos mecanismos subjacentes. Dykstra et al. projetaram experimentos para avaliar varias
propriedades de CTHs purificadas e isoladas da MO de camundongos jovens e idosos,
revelam que uma populacdo de CTHs predominantemente mieloides dominantes se
acumulam com a idade e que CTHs dos camundongos idosos sdo funcionalmente
inferiores aos jovens em varios parametros, incluindo uma menor funcionalidade in vitro
e in vivo, como por exemplo, uma resposta de proliferacéo atrasada em coculturas com
células estromais, uma eficiéncia reduzida para homing ap0s transplante e uma atividade
de autorrenovacdo in vivo de longo prazo reduzida. Além disso, demonstraram
evidéncias de que o repovoamento in vivo com perfil de CTHs envelhecidas pode ser
gerado a partir de CTHSs jovens ao longo de um curso prolongado de um transplante,
sugerindo que existe contribuicdo do microambiente medular.(1°®)

Portanto, para dar inicio a avaliacdo da contribuicdo do microambiente
medular para as altera¢gdes durante o envelhecimento em murinos, apés a avaliagdo da
imunofenotipagem de CTHs de MO de camundongos jovens e idosos, seguiremos para
o transplante de células-tronco mesenquimais dos mesmaos, o objetivo principal € que no
futuro facamos a avaliacdo de um modelo in vivo de envelhecimento, visto que existe a

dificuldade de obtencdo de MO humana de individuos idosos e correlacionar este modelo
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in vivo com a papel da quimiocina CXCL12 na manutencdo das células-tronco

hematopoéticas.
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5 CONCLUSOES

1. O tratamento com CXCL12 contribuiu para manter o estado mais
indiferenciado das células-tronco hematopoéticas assim como aumentou a expressao de
genes relacionados a multipoténcia, a expressao da proteina B-catenina e diminuiu a
expressado de genes de diferenciacdo nestas células;

2. O cocultivo de células-tronco mesenquimais e céulas-tronco
hematopoéticas, pode contribuir para 0 aumento da expressao genes relacionados a
diferenciagdo, aumento na expressao génica da proteina 3-catenina, mas sem impacto
nos genes relacionados a multipoténcia nas células-tronco hematopoéticas;

3. As subpopulacdes de células-tronco mesenquimais isoladas
utilizando a técnica de sorting com os marcadores NG2"9"CD9QMNI/NG2'°“CD90" ou
NG2"ghCD10MI"/NG2'°¥CD10' voltam a apresentar o fenétipo prévio quando colocadas
novamente em cultura;

4. Os resultadas da técnica de silenciamento génico para a quimiocina
CXCL12 por siRNA em células-tronco mesenquimais revelou ter efeito transitério, além
de efeito compensatorio apds o silenciamento, aumentando ainda mais os niveis da
proteina e mMRNA da quimiocina CXCL12;

5. Os camundongos Ro0sa26/mTmG mais velhos exibiram
quantidades reduzidas de células-tronco hematopoéticas do tipo Lin-Ckit+Sca-1+ na
medula 6ssea em comparacdo com o grupo de camundongos Rosa26/mTmG jovens.
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Abstract

Introduction: Hematopoietic stem cells are the only cells that are capable to producing
all blood cell lines throughout a lifetime. In the bone marrow, there is a strictly controlled
local microenvironment or niche that regulates the quiescence, proliferation, and
differentiation of hematopoietic stem cells. Previous studies have shown that
mesenchymal stem cells can regulate the hematopoietic stem cell niche. Although the
mechanisms are not fully understood, these cells express genes associated with the
maintenance of hematopoietic stem cells and their retention in the niche, including those
encoding the chemokine CXCL12 and the stem cell factor. Purpose: This study aimed to
determine the role of CXCL12 in multipotency, self-renewal, and differentiation of human
hematopoietic stem cells, and also correlate the effects of aging of mesenchymal stem
cells in a mouse transplantation model. Methods: Treatment of CXCL12 in the cultivation
of hematopoietic stem cells was used and after 3 and 7 days immunophenotypic and
gene expression analyses related to differentiation, self-renewal, and B-catenin were
performed. For the analysis of silencing of CXCL12 in stromal cells the silencing method
using the siRNA and the shRNA was used. For the study in animal models, we used the
spinal flush techniqgue and compared the immunophenotypic profile of hematopoietic
stem cells in young and older mice, and isolated stromal cells from animals. We also
investigated the influence of co-cultivation of hematopoietic stem cells with mesenchymal
stem cells on gene expression of differentiation, multipotency, and the -catenin protein.
Results: Our results showed that hematopoietic stem cells cultured in the presence of
CXCL12 led to an upregulation of genes associated with multipotency, a downregulation
of genes involved in lineage differentiation, and to an increased protein expression of -
catenin. We have also initiated experiments in animal models and analyzed bone marrow
from young and old mice. Younger mice expressed significantly higher percentages of
Lin-cKit+Scal+ cells compared to the older mice. Conclusion: Treatment with CXCL12
may contribute to multipotency and pool maintenance as well as to their undifferentiated
phenotype with hematopoietic stem cells. In accordance with the human findings, the

older mice showed a reduced pool of hematopoietic stem cells in the bone marrow.

Keywords: Hematopoietic stem cells; Chemokine CXCL12; Mesenchymal stem cells



Apéndices

Apéndice 1. O cocultivo de células-tronco hematopoéticas com células-tronco

mesenquimais leva ao aumento da expressao de genes relacionados a diferenciacdo de
linhagem hematopoética
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CTRL PU.1 CTRL PUA
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Nos dias 7 e 12 ap6s cocultivo de CTHs com CTMs de individuos saudaveis. O RNA
total das CTHs foi extraido e a expressao génica analisada por gPCR. A expresséo dos
genes de relacionados a diferenciacdo hematopoética: (A) GATA2, (B) GATA3, (C)
IKZF1 e (D) PU.1 foi normalizada pelos genes GAPDH e RPL13a e, expressos como
ndmero de vezes em relagdo ao controle (expressao relativa). Os experimentos foram
realizados em ftriplicata, os resultados representados por média + DP e considerados
significativos quando p<0,05. CTRL: cultivo de apenas CTHs, sem a presenca de
CTMs. Dia 7: sete dias ap6s o cocultivo de CTHs com CTMs. Dia 12: doze dias ap6és o
cocultivo de CTHs com CTMs. CTR n=02, CTMs n= 6.

Figura 1. Expressdo dos genes relacionados a diferenciacdo de linhagens
hematopoéticas apés cocultivo de CTHs com CTMs



Apéndice 2. O cocultivo de células-tronco hematopoéticas com células-tronco
mesenquimais altera a regulacdo da expressao génica do fator de transcricdo KLF4 nas
células-tronco hematopoéticas
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Nos dias 7 e 12 ap6s cocultivo de CTHs com CTMs de individuos saudaveis (n=6). O RNA total das CTHs
foi extraido e a expressao génica analisada por qPCR. A expresséo relativa dos genes de pluripoténcia:
(A) SOX2, (B) POU5F1 (C) NANOG e (D) KLF4 foi normalizada pelos genes GAPDH e RPL13a (expressao
relativa). Os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados representados por média + DP e
considerados significativos quando p<0,05. CTRL: cultivo de apenas CTHs, sem a presenca de CTMs. Dia
7: sete dias apos o cocultivo de CTHs com CTMs. Dia 12: doze dias ap6és o cocultivo de CTHs com CTMs.
CTR n= 02, CTMs n=6.

Figura 2. Expresséo dos genes relacionados a pluripoténcia ap6s cocultivo de CTHs com CTMs



Apéndice 3. O cocultivo de células-tronco hematopoéticas com células-tronco
mesenquimais altera a regulacdo da expressdo génica da beta-catenina nas células-
tronco hematopoéticas
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Nos dias 7 e 12 apés cocultivo de CTHs com CTMs de individuos saudaveis
(n=6). O RNA total das CTHs foi extraido e a expressao génica analisada
por gPCR. A expressao relativa do gene da Beta-Catenina foi normalizada
pelos genes GAPDH e RPL13a (expressao relativa). Os experimentos
foram realizados em triplicata, os resultados representados por média + DP
e considerados significativos quando p<0,05. CTRL: cultivo de apenas
CTHs, sem a presenca de CTMs. Dia 7: sete dias ap0s o cocultivo de CTHs
com CTMs. Dia 12: doze dias apds o cocultivo de CTHs com CTMs.
Figura 3. Expressdo génica da proteina Beta-catenina apos cocultivo de
CTHs com CTMs
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Apéndice 4. Células-tronco mesenquimais provenientes da medula 6ssea humana
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(A) Estratégia de selecdo populacional caracteristica de células estromais (gate
inicial), segundo o seu tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), (B) Histograma
selecionado a partir do gate inicial, mostram células sem marcagdo (cinza
pontilhado) e as células marcadas (cinza), (C) Estratégia de gate para selecao de
células NG2"gh CD10* e NG2'°w CD10, (D) Distribuicdo das populagdes NG2high
CD10* e NG2'°¥ CD10- p6s-sorting, (E) Distribuicdo das populagdes NG2hs" CD10*
e NG2'>w CD10" pés-cultivo.

Figura 4. Expressdo de NG2/CD10 em CTMs isoladas de medula 6ssea



Apéndice 5. Separacédo das subpopulacdes de células-tronco mesenquimais NG2 e
CD90
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(A) Estratégia de selecéo populacional caracteristica de células estromais (gate inicial),
segundo o seu tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), (B) Histograma
selecionado a partir do gate inicial, mostram células sem marcac¢éo (cinza pontilhado)
e as células marcadas (cinza), (C) Estratégia de gate para selecdo de células NG2high
CD90hgh e NG2low CD90'w (D) Distribuicdo das popula¢des NG2high CD9QMigh e NG2'ow
CD90'"" pés-sorting.

Figura 5. Expressé@o de NG2/CD90 em CTMs isoladas de medula 6ssea



